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SOMMAIRE
La cardiornyopathie dilatée (CMD) est caractérisée par une dilatation du
ventricule gauche sans augmentation compensatoire de l’épaisseur de la paroi
ventriculaire. La dysfonction ventriculaire résultante progresse invariablement
vers l’insuffisance cardiaque avec comme conséquence une détérioration de la
fonction cardiaque. La cardiornyopathie idiopathique dilatée (CID), dont l’origine
est inconnue, est associée à des modulations de l’expression des peptides
natriurétiques (ANP et BNP) et des isoformes de rnyosines à chaînes lourdes (CL
et f3-MHC) au niveau ventriculaire. Le hamster cardiomyopathique (HCM), un
modèle génétique de CMD, développe tous les symptômes observés dans la
pathologie chez l’humain, avec une phase «insuffisance cardiaque sévère
débutant à 200 jours d’âge. Des études récentes ont montré des effets bénéfiques
d’une thérapie avec l’hormone de croissance (HC) sur la performance cardiaque
des patients et des modèles expérimentaux d’insuffisance cardiaque et de CMD.
Dans le but d’évaluer les effets de Ï’HC sur l’expression génique des marqueurs
de l’hypertrophie et de la contractilité cardiaque, les HCM femelles âgées de 200
jours ont reçu une dose quotidienne (Ï mg/kg/jour) d’HC recombinante bovine
(rbHC) pendant 40 jours. À 240 jours, la pression développée dans le ventricule
gauche (LVP) des coeurs isolés des HCM traitées au véhicule (NaC1 0.9%) ainsi
que sa dérivée première (LV dP/dtmax) ont diminué de 33% et 36%
respectivement, par comparaison aux hamsters syriens dorés femelles contrôles
(G$H). Les niveaux ventriculaires d’ARNrn de l’ANP (P < 0,01) ainsi que les
concentrations plasmatiques des peptides natriurétiques (P < 0,001) sont
augmentés chez les HCM femelles non traitées en comparaison avec les GSH. À
l’opposé, aucun changement n’a été observé dans l’expression du BNP, et des
isoformes MHC u et f3. Le traitement par la rbHC a induit une diminution de 60%
de l’ANP et une augmentation de 50% du f3-MHC, de la LVP (14%) et de la LV
dP/dtmax (16%) par rapport aux HCM femelles traitées par le véhicule. Aucun
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changement significatif dans les concentrations plasmatiques ainsi que dans les
niveaux d’ARNrn du BNP et de 1’Œ-MHC ont été observés. Nos résultats
suggèrent qu’un traitement de 40 jours par I’HC dans la phase terminale de la
maladie chez les HCM femelles est associé avec un remodelage bénéfique et une
amélioration modeste de la fonction du ventricule gauche.
Mots clés : ANP, BNP, cardiomyopathie dilatée, hamster UM-X7. 1, insuffisance
cardiaque, isoformes des chaînes lourdes de rnyosine, hormone de croissance.
VSUMMARY
Dilated cardiornyopathy (DCM) is associated with left ventricular dilation
accornpanied by inadequate cornpensatory ventricular wall thickness. The
resulting ventricular dysfunction progresses to heart failure which leads to an
impaired cardiac function. Idiopathic dilated cardiornyopathy (IDCM), a DCM of
unkown origin, is associated with changes in the expression of left ventricular
natnuretic peptides (ANP and BNP) and myosin heavy chain isofonus (ci- and [3-
MHC). The cardiomyopathic hamster (CMH), a genetic model of IDCM,
develops ail symptoms of the hurnan ICDM, with a severe heart failure at 200-
day-old. Recents studies have shown beneficial effects of growth hormone
therapy in patients with DCM and in experimental models of heart failure and
DCM. In order to assess the potentialÏy beneficial effects of GH on ventricular
gene expression of contractile and hypertrophic biomarkers in the teniiinal phase
of the disease, 200-day-old fernale CMH were treated with recombinant bovine
GH (rbGH) (1 rng/kg/day) during 40 days. At 240 days, isolated hearts from
female CMH treated with vehicle had decreased Ieft ventricular pressure (LVP)
and its first derivative (LV dP/dtiiiax), by 33% and 36% respectively, cornpared to
female GSH. Left ventricular ruRNA of ANP and the circulating plasma levels of
the natriuretic peptides were significantly increased (P < 0,01 and P < 0,00 1
respectively). In contrast, LV J3-MHC mRNA levels in female CMH vehicle
treated were flot rnodified by the disease. Forty days treatrnent with rbGH
modestly increased LVP (14%), LV dP/dtmax (16%), and these effects were
accompanied by an increase in lefi ventricular [3-MHC rnRNA (50%) and a
reduction of ANP rnRNA (60%). GH did flot modulate natriuretic peptides
plasma levels, neither BNP and ci-MHC ventricular expression. These resuits
suggest that a 40-day treatrnent with GH in terminally iII female CMH is
associated with beneficial effects on ventricular rernodelling, associated with
modest favourable effect on ventricular function.
vi
Key words: ANP, BNP, dilated cardiomyopathy, UM-X7.1 hamster, cardiac
insufficiency, rnyosin heavy chain isoforrns, growth hormone.
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1Chapitre 1 :INTRODUCTION
21.1. LA CARDIOMYOPATHIE
1.1.1. Classification
La cardiomyopathie est une maladie du muscle cardiaque associée à
une dysfonction cardiaque. La défaillance cardiaque qui en résulte dans la
phase terminale représente un problème majeur dans la société nord-
américaine. En effet le taux de mortalité associé est de près de 10 000 cas par
an aux États-Unis (Jackson et al., 2000). La cardiomyopathie touche les
patients de tous âges avec une incidence de 36 cas pour 100 000 habitants
(Jackson et aL, 2000). Elle se présente sous différentes formes dont les formes
ischémiques et non ischémiques. Les formes ischémiques sont généralement la
conséquence d’un dommage principalement dû à l’ischémie cardiaque tel
qu’observé après un infarctus du myocarde tIM) tKomajda & Charron, 2002).
Les formes non ischérniques, généralement associées avec un
dysfonctionnement systolique ou diastolique, sont classées selon des critères
morphologiques et fonctionnels en cardiomyopathies dilatées,
hypertrophiques, restrictives et arythmiques du ventricule droit tlackson et al.,
2000; Komajda & Charron, 2002)
1.1.1.1. La cardiomyopathie dilatée
La cardiomyopathie dilatée tCMD) est considérée comme la première
cause de mortalité due aux cardiomyopathies non ischémiques et nécessite
généralement une transplantation cardiaque. La CMD est caractérisée par une
dilatation progressive du ventricule gauche (VG) qui engendre un
dysfonctionnement dans le mécanisme de contraction. Son origine est
inconnue dans près de 50% des cas. d’où la terminologie de cardiomyopathie
idiopathique dilatée (CID). Les fibres musculaires du coeur malade sont
tendues et étirées, ce qui pousse le coeur à compenser par une augmentation de
3la masse des cardiomyocytes conduisant à une hypertrophie cardiaque
(Hughes & McKenna, 2005). Cette hypertrophie, mal adaptée au fil du temps,
contribue à un élargissement de la chambre ventriculaire et à un accroissement
du stress mécanique des fibres musculaires de la paroi du ventricule (Hughes
& McKenna, 2005). En effet, l’augmentation de la masse cardiaque n’est
souvent pas accompagnée par l’épaississement de la paroi ventriculaire
(Cabrera Cabrera, 1999), ce qui contribue grandement à l’élargissement de la
cavité. Les tissus fibreux entre les cellules musculaires augmentent aussi
considérablement, ce qui crée une fibrose cardiaque (Ferrans & Rodriguez,
1988). Des études menées dans le but de déterminer la pathogenèse de la CID
se sont concentrées sur quatre facteurs potentiellement impliqués: les facteurs
familiaux et génétiques, les infections virales et cytotoxiques du myocarde, les
facteurs immunologiques et les facteurs métaboliques, énergétiques et
contractiles.
1.1.1.1.1. Facteurs familiaux et génétiques
Le mode de transmission semble être de manière générale autosomique et
dominant, mais il peut aussi être autosornique et récessif, lorsque la
transmission est liée au chromosome X récessif ou à l’héritage mitochondrial
(Burkett & Hershberger, 2005). Dans le cas de la CID liée au chromosome X,
des mutations ont été observées au niveau du locus Xp21 du gène de la
dystrophine (Aidonidis et al., 1993; Burkett & Hcrshberger, 2005; Fatkin &
Graham, 2002). Dans le cas de l’héritage génétique mitochondrial, nous
observons une déficience en carnitine, un important co-facteur métabolique
dans le transport des acides gras au niveau des membranes mitochondriales
(Giles, 1988).
41.1.1.1.2. Les infections virales ou cytotoxiques du myocarde
La CID pourrait être due à une infection par le virus Coxsackie B, car
des études ont montré que certains patients souffrant de CID ont un taux élevé
d’anticorps contre ce virus (Dec & fuster, 1994; Fatkin & Graham, 2002). Il y
a une infiltration de cellules inflammatoires entre les myofibres et dans un
stade avancé de l’infection, il y a nécrose résultant en une fibrose permanente
(Quiroz et ai., 1988). Certains agents cytotoxiques, comme les anthracyclines
ou les radiations ionisantes produisent des dommages cardiaques
caractéristiques ayant comme conséquence un dysfonctionnement cardiaque.
Isner et aL (1983) ont montré que 20 patients morts d’une défaillance
cardiaque due à l’anthracycline ont présenté une masse cardiaque très élevée
(entre 240 et 500 g), et que 11 de ces patients montraient une dilatation des
deux ventricules, 4 une dilatation du VG et 5 une dilatation du ventricule droit
(Isner et al., 1983).
1.1.1.1.3. Facteurs immunologiques
Des anormalités dans le système immunitaire cellulaire et humoral ont
été observées dans la CID. Il y a une activation des cellules T due à une
interaction avec des antigènes étrangers ou encore avec des antigènes ALH
(antigènes des leucocytes humains) altérés, produits au niveau des myocytes
par les lymphocytes B. Il en résulte une activation des cellules T cytotoxiques
de même qu’une production d’anticorps dirigés contre les cardiomyocytes
(Giles, 1988).
1.1.1.1.4. Facteurs neuroendocriniens, énergétiques et
contractiles
Ces facteurs, considérés comme des marqueurs de la CID, incluent des
changements au niveau du système sympathique et de l’expression des
5différents gènes fétaux (Giles, 198$). D’une part, une diminution de
l’expression des récepteurs bêta-adrénergiques (f3-AR) et une augmentation
des catécholamines circulantes sont observées (Giles, 198$). Il y a une
sécrétion périphérique accrue de la norépinéphrine, ce qui conduit à une
désensibilisation des récepteurs f3-AR en conséquence de l’hyperstimulation
(Dec & Fuster, 1994) et une réduction de leur densité (Eichhom & Bristow,
1996). D’autre part, la CID est aussi associée à une augmentation de
l’expression des peptides natriurétiques (PNs) et de l’isoforme de la chaîne
lourde de myosine (j3-MHC). dont l’activité ATPase est plus lente dans la
contraction (Srnall & Krieg, 2004).
1.1.1.2. La cardiomyopathie hypertrophique
La cardiomyopathie hypertrophique se caractérise par un
épaississement des parois du coeur, principalement au niveau du septum. qui
sépare le ventricule droit du gauche (Fatkin & Graham, 2002). L’hypertrophie
asymétrique ou diffuse des cardiomyocytes au niveau des parois du VG
(quelques fois du ventricule droit aussi) s’accompagne d’une réduction de la
cavité. De façon générale, la masse cardiaque est augmentée. Ceci entraîne
une diminution du débit cardiaque. Au niveau microscopique, il y a
accroissement de la fibrose interstitielle, ainsi qu’un accroissement des
cardiomyocytes dans des directions différentes au lieu d’être parallèles (Fatkin
& Graham, 2002).
1.1.1.3. La cardioniyopathie restrictive
La cardiornyopathie restrictive, très rare, est caractérisée par une
anomalie dans le volume diastolique. En effet, on observe un remplissage
rapide de la cavité ventriculaire gauche au début de la diastole suivi d’un
remplissage lent en fin de diastole, ce qui empêche le coeur de pomper
adéquatement. Elle est souvent causée par des conditions pathologiques qui
6favorisent une infiltration ou une fibrose au niveau du myocarde telles que
l’hémochromatose (concentration élevée de fer dans le coeur) ou la sarcoïdose
(maladie granulomateuse diffuse d’étiologie inconnue) (Hughes & McKenna,
2005).
1.1.1.4. La cardiomyopathie aiythmogène du ventricule
droit
La dysplasie ou cardiomyopathie arythrnogène du ventricule droit se
traduit par une dilatation de ce dernier, associée à des troubles du rythme
ventriculaire (Corrado et aÏ., 1997; Fatkin & Graham, 2002). La maladie se
caractérise par une perte de myocytes par nécrose et/ou par apoptose, avec des
dépôts d’acides gras ou de tissus fibro-adipeux. Dans les formes sévères, il y a
même remplacement partiel ou total du myocarde par le tissu adipeux ou
fibro-adipeux de l’épicarde à l’endocarde (Hughes & McKenna, 2005).
1.1.1.5. Cardiomyopathie ischémique
La cardiomyopathie ischémique ou la maladie de l’artère coronarienne
est l’une des principales causes de la dysfonction systolique des ventricules.
Cette dernière résulte en l’incapacité des ventricules à produire un débit
cardiaque suffisant pour la perfusion des tissus. La cardiornyopathie
ischémique est souvent due à une sténose ou rétrécissement (suite à une
occlusion) de l’artère coronarienne qui conduit à un infarctus du myocarde,
avec comme conséquence une hypoxie irréversible et une mort cellulaire des
cardiomyocytes. Durant la phase aiguè, il y a un remodelage tissulaire autour
de la zone ischémique et une activation systémique du système nerveux
sympathique suite à la diminution du débit cardiaque (Henry, 2003)
71.1.1.6. Insuffisance cardiaque et cardiomyopathie
L’insuffisance cardiaque (IC) due à une cardiomyopathie est
généralement un processus irréversible et progressif (Eichhorn & Bristow,
1996). Elle se caractérise par des changements géométriques du coeur, un
élargissement de la cavité du VG, une hypertrophie eccentrique et une
contractilité inefficace. Les symptômes de maladie n’étant détectés qu’à un
stade avancé, les traitements pharmacologiques usuels visent principalement
l’amélioration de la performance systolique (Eichhorn & Bristow, 1996).
1.1.2. Pathophysiologie de la CID
L’analyse par nécropsie des coeurs des patients atteints de CID montre
une dilatation, une hypertrophie et une fibrose interstitielle abondante (Giles,
198$). La principale observation est une diminution de la contractilité du
muscle cardiaque, conséquence directe de la perte des rnyocytcs, associée à
une réduction de la capacité d’éjecter le sang (Hirota et aÏ., 1983).
Au niveau moléculaire, on observe des changements dans l’expression
des facteurs et des gènes impliqués soit dans la régulation de l’homéostasie
cardiovasculaire, soit dans la contraction (protéines sarcomériques et
squelettiques principalement) cardiaque (Yung et aÏ., 2004). Les changements
initiaux dans l’expression des gènes se font dans le but de maintenir de
manière optimale la fonction cardiaque, mais ultimernent, cela s’avère mal
adapté étant donné qu’il y a déstabilisation des fibres musculaires due à la
perte des cardiomyocytes et/ou un mauvais ancrage de ceux-ci sur la matrice
extracellulaire (Small & Krieg, 2004; Yung et al., 2004). Ces changements ont
lieu après une réactivation des gènes actifs généralement à des stades
embryonnaires (McGrath & De Bold, 2005). La perte des cardiomyocytes se
fait principalement par deux mécanismes la nécrose et l’apoptose.
8Le processus de mort par nécrose se fait par des mécanismes
cytotoxiques et a été observé dans des situations de dysfonctionnement
chronique du myocarde (Eichhorn & Bristow, 1996), tandis que Ï’apoptose est
une mort programmée dc la cellule qui joue normalement un rôle dans le
renouvellement et la maintenance d’un tissu en croissance. Dans la
cardiomyopathie, l’apoptose intervient suite à une stimulation de la croissance
des myocytes déjà différenciés (Eichhom & Bristow, 1996). En effet, les
myocytes adultes sont incapables de se diviser et donc d’assumer un
renouvellement du tissu cardiaque (Eichhom & Bristow, 1996). Il s’en suit
une perte de cardiomyocytes sans renouvellement, ce qui contribue à
l’amincissement de la paroi du VG.
Dans le but d’améliorer la fonction du coeur, l’activation des systèmes
neurohormonaux, entre autres les systèmes rénine-angiotensine-aldostérone
(RÀAS) et sympathique permettent de maintenir l’homéostasie
cardiovasculaire (Saxena, 1992). L’ angiotensine-Il (ANG-Il), dont les
concentrations sont augmentées par l’activation du RAAS, stimule l’activité
du système sympathique ainsi que la sécrétion de l’aldostérone. Cette dernière
augmente le volume sanguin et contribue à l’augmentation du stress sur la
paroi ventriculaire (Saxena, 1992). Les facteurs neurohormonaux vont aussi
favoriser le développement de l’hypertrophie ventriculaire (Saxena, 1992).
1.2. LES PEPTIDES NATRIURÉTIQUES
1.2.1. Historique et classification
L’IC est associée à une augmentation de la concentration circulante des
PNs. Si pendant plusieurs années le coeur a été considéré comme un organe
contractile et dont la fonction est principalement d’assurer la circulation
9sanguine, les travaux de de Bold et ses collaborateurs au début des années 80
ont révélé la fonction endocrine du coeur (de Bold et al., 1981). La découverte
des granules de sécrétion dans les oreillettes a permis d’identifier le peptide
natriurétique de type A (ANP appelé aussi ANF; atrial natriuretic factor) par
de Bold, qui a montré que l’injection d’extraits auriculaires causait une
réponse natriurétique chez le rat et que le nombre de granules dans l’oreillette
fluctuait avec le volume intravasculaire (de Bold et aï., 1981).
Des études subséquentes ont permis d’identifier d’autres membres, les
PNs de type B (BNP) et de type C (CNP), isolés initialement à partir du
cerveau de porc (Sudoh et al., 1990).
1.2.2. Structure, biosynthèse et régulation
Les PNs possèdent une structure primaire en forme dc boucle due à la
formation d’un pont disulfure dont le motif de 17 acides aminés (a.a.)
CFGXXXDRIXXXSGLGC est très conservé d’un peptide à l’autre (Suttner &
Boldt, 2004; Suzuki et al., 2001). Cette structure est nécessaire pour la
reconnaissance des peptides par leurs récepteurs (figure 1.1.). Chez Fhumain,
les gènes de l’ANP et du BNP se situent sur le chromosome 1 à 8 kilobases
l’un de l’autre tandis que le gène de CNP se trouve sur le chromosome 2
(Suzuki et al., 2001).
N-
C-
ANP BNP CNP
figure 1.1. Structure primaire des peptides natriurétiques de type-A, -B et -C
(Suzuki et al., 2001)
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L’ANP et BNP sont principalement exprimés dans les oreillettes et les
ventricules, respectivement, et sont considérés comme des PNs cardiaques. Le
CNP est principalement exprimé dans le système nerveux, dans les cellules
endothéliales et dans les monocytes (Suzuki et al., 2001) mais aussi au niveau
du coeur (Kalra et aÏ., 2003). Chaque peptide natriurétique est initialement
produit sous forme de précurseur protéique (figure 1.2).
1.2.2.1. Le peptide natriurétique auriculaire ou de type A
(AN?)
L’ANP est synthétisé sous forme d’une préprohormone de 152 a.a. qui
est en suite clivée en prohormone de 126 a.a. (figure 1.2.) principalement dans
le réticulum endoplasmique des myocytes auriculaires (Suttner & Boldt, 2004;
Vesely, 2001) et entreposé dans des vésicules de sécrétion (Vuolteenaho et
al., 1985). La stimulation de la sécrétion implique l’exocytose dans le fluide
interstitiel où la prohormone est clivée par une protéase à sérine, la conne
cardiaque (Vuolteenaho et al., 1985). Ce clivage engendre deux
fragments différents: l’ANP198 et l’ANP99126 (Suttner & Boldt, 2004; Vesely,
2001). L’ANP9176 est biologiquement actif (Vesely, 2001). Au niveau rénal,
le processus de clivage biochimique est différent avec un ajout de 4 a.a. au
peptide, formant l’ANP95126 (McGrath & De Bold, 2005). Dans les conditions
normales. l’ANP est principalement exprimé et synthétisé au niveau de
l’oreillette (1% - 3% des ARNm totaux) (McGrath & de Bold, 2005; Suttner &
Boldt, 2004). D’autres organes, tels que les poumons, les reins et
l’hypothalamus expriment aussi l’ANP (McGrath & de Bold, 2005).
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L’ANP est constamment sécrété par le coeur, mais le taux de sécrétion
dans la circulation est influencé par plusieurs facteurs dont les facteurs
mécaniques, qui jouent un rôle prédominant (de Bold et aL, 1996; Suttner &
Boldt, 2004). En effet l’élargissement de la cavité de l’oreillette et
l’augmentation du rythme cardiaque favorisent grandement la sécrétion de
l’ANP (de Bold et al., 1996; Edwards et aï., 198$). Les conditions
pathophysiologiques telles que l’ischémie cardiaque et l’hypoxie conduisent à
une augmentation des concentrations sanguines de l’ANP conséquente à
l’augmentation de la synthèse et de ta sécrétion (Brenner et al., 1990; Tôth et
al., 1994; Vesely, 2001). Certains facteurs hormonaux sont aussi impliqués
dans la régulation de la sécrétion de l’ANP (Luchner & Schunkert, 2004). Par
exemple, la stimulation des récepteurs Œ-adrénergiques (Œ-AR) augmente la
sécrétion de FANP tandis que la stimulation des récepteurs 3-AR atténue sa
sécrétion (Luclmer & Schunkert, 2004; Ruskoaho, 1992). La vasopressine et
l’ANG-II favorisent aussi la sécrétion de FANP in vitro et in vivo tandis que le
monoxyde d’azote l’inhibe (de Bold et aï., 1996). L’endothéline-l, qui est un
puissant vasoconstricteur synthétisé et sécrété par les cellules endothéliales
inhibe à des faibles doses la sécrétion de l’ANP sur des coeurs isolés de rat,
mais à des fortes doses, elle exerce une action de stimulation (Giles, 198$).
1.2.2.2. Lepeptide natrùtrétique de type B (BNP)
Le BNP a été découvert dans le cerveau, mais c’est au niveau du coeur,
particulièrement dans le ventricule que l’on retrouve les plus grandes
concentrations (Lapointe, 2005). L’ARNm du BNP est traduit en une
préprohormone de 134 a.a. (Figure 1.2) qui est ensuite clivée pour donner une
molécule de 108 a.a. (proBNP). Cette dernière est aussi clivée pour donner 2
fragments; un fragment de 76 a.a. (BNP176) et un autre de 32 a.a. (BNP77108).
Le BNP77108 représente la forme biologiquement active (Lapointe, 2005;
McGrath & de Bold. 2005). Comme l’ANP. le BNP est stocké dans des
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granules mais non sous la forme d’une prohormone comme l’ANP, mais plutôt
sous la forme clivée de BNP77108 (Luchner et al., 1998; Pandey, 2005).
Le BNP est principalement exprimé durant l’embryogenèse dans le
ventricule et l’oreillette gauche chez la souris entre 9.5 et 19.5 jours de
gestation, même si l’expression continue faiblement après la naissance
(Cameron & Ellmers, 2003). Toutefois, le pic de l’expression se situe au
milieu de la gestation afin de donner une grande masse au coeur (Cameron &
Elimers, 2003; Lapointe, 2005). Près de 70% de l’expression cardiaque du
BNP est ventriculaire dans les conditions nonTiales et cela peut dépasser les
88% dans les conditions pathophysiologiques (Lapointe, 2005).
L’endothéline-l et l’hormone thyroïdienne favorisent l’expression
ventriculaire du BNP (Lapointe, 2005).
1.2.2.3. Lepeptide natriurétique de type C (CNP)
Le CNP possède la même structure que 1’ANP mais sans la queue en C-
terminal (figure 1.1) (Suzuki et al., 2001). Produit sous forme de
préprohormone 126 a.a., le CNP est d’abord maturé en un peptide de 103 a.a.
(proCNP) et ensuite, il est clivé en 2 fragments; CNP181 et CNP32103. Ce
dernier est biologiquement actif (Lapointe, 2005). Les concentrations
plasmatiques du CNP sont faibles et les sites de synthèse et de sécrétion sont
le cerveau et les cellules endothéliales (Sudoh et al., 1990; Wei et al., 1993).
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1.2.3. Récepteurs et voies de signalisation, actions
biologiques
1.2.3.1. Récepteurs et voies de signalisation
Les PNs se lient à trois sous-types de récepteurs regroupés en
récepteurs Ri (f igure 1.3) qui comprennent les RPN (récepteurs des peptides
natriurétiques) de type A (RPNA) et de type B (RPNB) présentant un domaine
catalytique couplé à une activité guanylate cyclase (GC) et en récepteurs R2
(RPNC) (Pandey, 2005).
1.2.3.1.1. Les récepteurs Ri
La structure de RPNA et RPNB est divisée en quatre domaines
distincts le domaine de liaison extracellulaire (DLE), le domaine
transmembranaire (DTM), le domaine dhomologie kinase (DHK) et le
domaine guanylate cyclase (DGC) (figure 1.3). Le domaine DLE présente près
de 44% d’homologie de séquence entre RPNA et RPNB et est responsable de
la liaison avec le ligand. Il contient des sites consensus poui des résidus
glycosylés à la partie N-terminale (McGrath & de bld, 2005). Le domaine
DHK, riche en glycine, est identique à 60% entre les 2 récepteurs, mais la
fonction de ce domaine n’est pas encore comue outre sa liaison à l’ATP
(McGrath & De Bold, 2005). La liaison du ligand sur le récepteur induit une
dirnérisation du récepteur et une déphosphorylation car le récepteur est
phosphorylé dans sa forme basale. Ceci entraîne une augmentation de la
formation du GMPc (guanosine monophosphate cyclique), qui induit des
réponses cellulaires par l’activation de protéine kinases GMPc-dépendantes
(PKGs) et des canaux ioniques GMPc-dépendants (Maack, 1992; Pandey,
2005; Suzuki et al., 2001). Le RPNA lie avec plus d’affinité l’ANP et le BNP
(ANP BNP » CNP) tandis que le RPNB lie avec une forte affinité le CNP
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(CNP » ANP BNP) (Koller et al., 1991; McGrath & De Bold, 2005;
Pandey, 2005; Suzuki et aÏ., 2001).
LIGAND
RECEPTEUR
Domaine de liaison
(DLE)
Domaine
transmembranaire
(DTM)
Domaine
d’homologie
kinase (DHK)
Domaine guanylate
cyclase (DGC)
figure 1.3. Représentation schématique des récepteurs des peptides
natriurétiques RPNA, RPNB et RPNC (Traduit et adapté dePandey, 2005).
1.2.3.1.2. Les récepteurs R2
Les RPNC possèdent un DTM unique qui lie les trois peptides avec une
affinité décroissante pour l’ANP, le CNP et le BNP (Gianello et ai., 1990;
Maack, 1992) et un court domaine intracellulaire dépourvu de domaines DHK
et GC (figure 1.3) (Gianello et al., 1990; Pandey, 2005; Witthaut, 2004). Ces
récepteurs sont considérés comme des récepteurs de clairance puisque la
liaison du ligand sur le récepteur induit l’internalisation du complexe suivie de
GTP GMPc GTP GMPc
NPRA NPRB
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la dégradation des PNs et le recyclage des récepteurs (Maack, 1992; Pandey,
2005). La stimulation des RPNC provoquerait une inhibition des protéines G
couplées à l’adénylate cyclase (Levin, 1993; Witthaut, 2004).
1.2.3.2. Actions biologiques des peptides natriurétiques
Pendant plusieurs années les PNs ont été considérés comme des
régulateurs de l’homéostasie du volume sanguin (Nakao et al., 1992), mais
plusieurs actions sur les systèmes rénal, cardiovasculaire et nerveux central
(SNC) sont maintenant bien documentées (Pandey, 2005; Witthaut, 2004)
(figure 1.4). Ces peptides seraient aussi impliqués dans la lipolyse chez
l’homme (Sengenes et al., 2005).
1.2.3.2.1. Actions sur le système rénal
Au niveau rénal, I’ANP facilite l’excrétion du sodium et de l’eau
(Brenner et aï., 1990). D’une part. l’ANP augmente la filtration glomérulaire
par un effet vasoactif sur les artérioles rénales afférentes (vasodilatation) et
efférentes (vasoconstriction), ce qui conduit à une augmentation de la pression
dans les capillaires glomérulaires (Marin-Gre et al., 1986; Suttner & Boldt,
2004). Tout comme FANP, le BNP exerce les mêmes effets diurétiques et
natriurétiques (Woods, 2004). Les PNs jouent un rôle dans la régulation du
RAAS en agissant comme un antagoniste du système (figure 1.4) (Woods,
2004). Les actions de l’ANP s’opposent à celles de l’ANG-II (Pandey, 2005;
Paul et aÏ., 1988) en induisant une élévation du GMPc intracellulaire et une
relaxation des cellules mésangiales et aussi en inhibant la réabsorption de
l’eau et du sodium au niveau du tubule rénal distal (Kalra et al., 2001).
Contrairement aux deux autres peptides, le CNP ne semble pas avoir des effets
sur le système rénal.
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1.2.3.2.2. Actions sur e système nerveux central
Ne pouvant pas traverser la barrière hématoencéphalique, les PNs sont
produits localement (McGrath & de Bold, 2005). En effet, il a été démontré
par des tests in vitro que l’endothéline-l, la vasopressine et la norépinéphrine
stimulent la sécrétion de l’ANP (Levin et al., 199$). L’ANP joue un rôle au
niveau des barorécepteurs cardiovasculaires (Levin et al., 199$) et sur la
contraction cardiaque induite par la norépinéphrine (Woods, 2004).
I Dysfonctionnement du myocai
(Infarctus du myocarde,
défaillance cardiaque)
Etirement
auriculaire > ANP
Étirement
ventriculaire BNP
Figure 1.4. Effets physiologiques des peptides natriurétiques de type-A et —B
(Traduit de Suftner & Boldt, 2004).
1$
1.2.3.2.3. Actions sur le système cardïovasculaïre
L’ANP réduit la pression de l’artère pulmonaire et la résistance
vasculaire systémique et contribue ainsi par ses effets natriurétiques et
diurétiques à diminuer le volume sanguin ainsi que la pression sanguine
(figure 1.4) (Saito et aÏ., 1987; Suzuki et al., 2001). Chez les patients atteints
d’IC, ces effets contribuent à diminuer la précharge (Sagnella, 2001; Saito et
aÏ., 1987). L’injection intraveineuse de faibles doses d’urodilatine, peptide
présent dans l’urine qui stimule les récepteurs de l’ANP (Kalra et aÏ., 2001),
limite la taille de l’infarctus coronarien chez les porcs (Padilla et al., 2001).
L’administration à des rats anesthésiés de l’ANP (0.5 ig/kg/min) augmente la
résistance au retour veineux, ce qui conduit à une réduction de la pression
sanguine et du débit cardiaque (Chien et al., 1987). Lorsque l’ANP est infusé à
des faibles concentrations (<1 jtg/kg/min) à des animaux conscients, il y a une
baisse du débit cardiaque avec une augmentation de la résistance périphérique
totale (Shen et al., 1991; Woodyatt, 2004). À ces concentrations, les taux
plasmatiques s’élèvent à moins de 100 fois les taux normaux. Lorsqu’il est
administré à une dose unique et élevée (9 ig/kg) à des chiens conscients, les
taux plasmatiques sont 100 fois plus élevés et il y a une diminution de la
pression sanguine artérielle et de la résistance périphérique vasculaire, donc il
y a vasodilatation (Ahluwalia et al., 2004; Shen et al., 1991). Des études sur
les souris transgéniques surexprirnant l’ANP (TTR-ANP) ou ont
montré les effets de l’ANP sur la pression sanguine, le débit cardiaque et la
résistance périphérique (Melo et aï., 1999a; Melo et al., 1999b). La pression
sanguine est très élevée chez les souris ANP et faible chez les TTR-ANP
comparée aux souris de type sauvage (WT) (Melo et al., 1 999b). La résistance
périphérique est très élevée chez les souris ANP (Melo et al., 1999a). Les
auteurs ont conclu, après avoir étudié les effets d’un blocage du nerf
ganglionnaire autonome, que les effets vasodilatateurs de l’ANP dépendent
partiellement du blocagè du tonus sympathique vasculaire. L’ANP antagonise
les effets de l’ANG-II sur la pression sanguine en l’atténuant (Charles et aï.,
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1993) et inhibe la croissance des cellules endothéliales vasculaire (Itoh et al.,
1992; Morishita et al., 1994) et l’hypertrophie des cellules vasculaires du
muscle lisse induite par celle-ci (Itoh et al., 1990).
Le BNP a des effets hémodynamiques bénéfiques telle que la réduction
de la pression de remplissage des ventricules lorsqu’il est injecté chez des
patients atteints d’IC (Sagnella, 2001). Le nésiritide, peptide natriurétique
recombinant de type B, réduit sensiblement la pression des capillaires
pulmonaires et la résistance vasculaire systémique (Sagnella, 2001).
Le CNP inhibe la vasoconstriction provoquée par l’ANG-I mais non
celle provoquée par l’ANG-II (Kalra et al., 2001). In vitro, il inhibe
l’hypertrophie induite par l’endothéline-l sur les cardiornyocytes via des
mécanismes GMPc-dépendants (Tokudorne et al., 2004). Il atténue
l’élargissement du ventricule droit causé par un 1M chez le rat ainsi que le
dépôt du collagène dans la région péri-infarctus (Soeki et al., 2005). Il inhibe
l’épaississement de l’intima des artères après des dommages (Furuya et al.,
1993; $hinomiya et al., 1994)
1.2.4. Insuffisance cardiaque et peptides natriurétiques
Une caractéristique importante de la pathophysiologie de l’IC est
l’augmentation caractéristique de la concentration circulante des PNs avec la
progression de la pathologie (Muders et al., 1997). En effet, les taux circulants
(Talwar et al., 2000) et l’expression cardiaque des PNs sont des bons
indicateurs de la défaillance cardiaque (Falcao et al., 2004; Maisel et al., 2001;
Omland et aÏ., 1996; Sabatine et al., 2004) et de sa sévérité (Selvais et al.,
199$). Tel que mentionné au point 1.2.2.2, les PNs sont abondamment
exprimés et synthétisés vers la fin du stade embryonnaire et dans les premiers
jours après la naissance (Cameron & Ellmers, 2003). Leur expression décroît
ensuite après les premiers mois et à l’âge adulte; leur re-expression cardiaque
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est associée avec des conditions parthophysiologiques telles que
l’hypertrophie (Ogawa et al., 1996), l’ischérnie (Padilla et al., 2001; Sabatine
et aL, 2004) et la CID (Fruhwald et aï., 1999; Hasegawa et al., 1993).
Une étude des taux circulants des PNs chez des patients ayant eu un 1M
aigu (IMA) a montré que les taux plasmatiques du BNP fournissent des
informations sur les pronostics de FIIVIA et la fonction systolique tandis que
l’ANP prédit de manière efficace la dysfonction du VG (Omland et al., 1996).
Muders et aï. ont montré que l’ANP99126 plasmatique prédit efficacement et de
manière indépendante de faibles fractions d’éjection (inférieures à 45%), et
que I’ANP198 est aussi un bon indicateur d’une dysfonction du VG. Le risque
relatif lié à cette dernière augmente chez les patients ayant des taux élevés des
PNs en général (Muders et al., 1997). Plusieurs études ont montré
l’importance de la quantification des taux plasmatiques de l’ANP198 en plus
de l’ANP99126 dans le diagnostic de la défaillance cardiaque (Hulsmann et aï.,
2005; Stanton et al., 2005). En effet, l’ANP99126 a une demi-vie très courte (1
à 5 minutes chez l’homme) comparativement à l’ANP198 (50 à 60 minutes).
Htilsmaim et al. (2005) ont montré que le taux de mortalité est de 51% chez
les patients avec une défaillance cardiaque présentant des taux élevés (> 735$
pmol/L) d’ANP198 (Hulsmann et al., 2005). Dans une autre étude, le taux
d’hospitalisation était de 50% chez les patients souffrant de défaillance
cardiaque chronique ayant une concentration élevée de l’ANP198 (> 1200
pmol/L) (Andersson & Hall, 2000).
Dans la CID, il y a une augmentation de l’expression des PNs au niveau
du VG et le contenu en peptides dans les granules de sécrétion est en
corrélation inverse avec la fraction déjection (Hasegawa et al., 1993). Des
deux peptides, c’est l’ANP qui a une meilleure corrélation. Une autre étude a
montré une corrélation entre le degré de sévérité du dysfonctionnement
cardiaque dans la CID et le niveau d’expression de l’ANP et du BNP
(frnhwald et aL, 1999). Les taux plasmatiques du BNP chez les patients CID
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ont une meilleure corrélation avec le diamètre du VG en fin de diastole
(Demachi et al., 2004). Les taux plasmatiques du BNP sont une meilleure
indication de l’hypertrophie cardiaque (Omiand et aï., 1996; Selvais et aï.,
1998).
1.3. LES MYOSINES
Comme le muscle squelettique, le muscle cardiaque se contracte et se
relaxe par la force des différentes protéines qui constituent ses fibres;
notamment les myosines (Sugiura & Yamashita, 1998).
1.3.1. Classification et structure
Les myosines sont divisées en sept classes distinctes en se basant sur les
propriétés du domaine moteur (Weiss & Leinwand, 1996). La classe II est
constituée de deux têtes de myosine qui fonrient le filament et qui comportent
deux sous-unités à chaînes lourdes (les myosines à chaînes lourdes, MHC de
200 kDa chacune) et quatre sous-unités à chaînes légères (17-23 kDa) formant
des paires non-identiques (Sugiura & Yamashita, 1998; Weiss & Leinwand,
1996). Hoh et al. (1978) ont identifié au niveau cardiaque trois isoformes
distincts: Vi, V2 et V3 (Hoh et al., 1978). Les homodimères de Vi et V3
forment respectivement les isoformes Œ et I. L’isoforme Œ possède une forte
activité ATPase et une vélocité de contraction rapide tandis que l’isoforme j3 a
une faible activité AlPase et une faible vélocité de contraction (Pope et al.,
1980; Weiss & Leinwand, 1996). La sous-unité MHC est formée de deux
domaines fonctionnels: le domaine globulaire (tête) amino-terminal qui
contient la fonction motrice et le domaine carboxy-terrninal en forme de
filament d’hélices alpha (Weiss & Leinwand, 1996).
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1.3.2. Mécanisme de contraction, régulation et expression
des MHC
Le cycle d’interaction entre les têtes de myosines et les filaments
d’actine constitue la base de la contraction musculaire. En général, en absence
de nucléotides, la liaison des têtes de myosine à l’actine est forte. Après la
liaison d’une molécule d’ATP, il y a une dissociation rapide des têtes de
rnyosine et de l’actine entraînant l’hydrolyse de l’ATP, ce qui permet le
glissement des têtes de myosine sur les filaments d’actine (Pope et aÏ., 1980).
La présence d’actine accélère la vitesse d’hydrolyse de l’ATP (Weiss &
Leinwand, 1996). Au cours de la diastole, la tropomyosine, une protéine
régulatrice, couvre le site de liaison sur l’actine empêchant ainsi l’interaction
entre les têtes de myosine et l’actine. Au cours de la systole, il y a une entrée
des ions calciques et sodiques dans la cellule, ce qui entraîne une libération du
Ca2 stocké dans le réticulum sarcoplasmique. Le Ca2 se lie alors à la
tropomyosine et induit un changement de conformation qui libère le site de
liaison sur l’actine. Ceci va permettre aux têtes de myosine de se lier à
l’actine, d’hydrolyser l’ATP et de glisser sur les filaments d’actine et conduire
ainsi à un raccourcissement du muscle cardiaque. Pour la relaxation, il y a
diminution de la concentration intracellulaire en Ca2 par la pompe à Ca2
ATPase (Dillmann, 2005).
Plusieurs facteurs régulent l’expression, la quantité et la distribution des
c- et 3-MHC (Weiss & Leinwand, 1996). La quantité des Œ- et 3-MHC peut
être modifiée par l’hormone thyroïdienne (Lompré et al., 1984). Dans le
ventricule, l’expression de Œ-MHC est induite par l’hormone thyroïdienne
tandis que l’expression du f3-MHC y est réprimée (Lompré et aÏ., 1984; Weiss
& Leinwand, 1996). Les gènes sont aussi régulés différemment durant le
développement (Weiss & Leinwand, 1996). L’Œ-MNC est l’isoforme
majoritairement exprimé dans les ventricules et les oreillettes chez les
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mammifères inférieurs tandis que le 3-MHC est l’isoforme abondant au cours
du développement du foetus dans les ventricules (Lompré et aï., 1984; Robbins
et aÏ., 1990). Les transcrits de et- et r3-MHC apparaissent aux environs du
huitième jour du développement, ce qui correspond à la formation de la
chambre ventriculaire et au dixième jour chez les rongeurs (Weiss &
Leinwand, 1996). L’expression du F3-MHC commence à être restreinte après la
naissance tandis que l’expression de l’et-MHC augmente et devient la forme
prépondérante chez l’adulte (Weiss & Leinwand, 1996). D’autres facteurs tels
qu’un stress hypertrophique (Mercadier et aÏ., 1981), l’exercice ou une
privation en énergie (Sugiura & Yamashita, 1998) modulent l’expression des
isoformes de MHC.
1.3.3. Modulation de ]‘expression des MHC dans la
cardiomyopathie
La CID montre une corrélation entre l’augmentation de la masse du
myocarde et la diminution de la vitesse de raccourcissement des fibres
cardiaques. Cette dernière est en association étroite avec l’activité ATPase des
myosines tel que mentionné précédemment (Scheuer & Bahn, 1979). La
découverte qu’une mutation des isoformes de MI-IC était à l’origine de
l’hypertrophie dans la cardiomyopahtie hypertrophique ou dilatée familiale a
ouvert la voie à des études plus poussées dans le but de comprendre leur rôle
dans la pathologie (Burkett & Hershberger, 2005; Villard et al., 2005). Des
mutations de l’arginine en glutamate en position 403 du a-MHC (Lowey,
2002) et de la sérine en proline en position 532 au niveau du 13-MHC
(Kamisago et al., 2004) ont été observées, conduisant à une réduction
considérable de l’activité AlPase et de la vélocité et à l’hypertrophie
cardiaque. D’autres études ont montré une association entre la perte de
l’activité ATPase et de la vélocité et la réduction de l’expression des ARNm
de l’et-MHC au niveau du VG et à une augmentation de celle du 3-MHC chez
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l’humain (Lowes et al., 1997). Il y a cependant une controverse à savoir si la
diminution de l’expression en ARNm du [3-MHC se traduit par une réduction
de l’expression protéique. Reiser et al. (2001) ont montré une diminution de la
quantité de l’Œ-MHC dans VG chez les patients avec une défaillance
cardiaque comparativement aux patients non défaillants (Reiser et aÏ., 2001)
tandis que les études faites avant par Coumans et al. (1997) sur des patients
atteints de CID n’ont pas pu montrer cet effet (Coumans et aL, 1997). Une
autre étude clinique menée par Abraham et ses collaborateurs (2002), a montré
une association entre l’amélioration de la fonction cardiaque dans la CID,
l’augmentation de l’expression de 1’Œ-MHC et la réduction du -MHC
(Abraham et al., 2002). Des études sur plusieurs modèles expérimentaux
d’hypertrophie cardiaque chez le rat ont montré que l’induction d’une
hypertrophie provoque des changements de l’expression des isoformes de
Ivil-IC, principalement une augmentation de l’expression du 3-MHC (Lompré
et al., 1979; Mercadier et aÏ., 1981). À l’opposé, lorsque les rats
hypertrophiques sont traités avec la thyroxine (T4), il y a une régulation
négative de l’expression du f3-MHC et une induction de l’Œ-MHC (Izurno et
al., 1987). Récemment, James et aÏ. (2005) ont montré que l’induction de la
cardiomyopathie chez des lapins transgéniques exprimant l’Œ-MHC a des
effets moins délétères que chez les lapins non-transgéniques (Jarnes et al.,
2005).
1.4. L’HORMONE DE CROISSANCE
1.4.1. Biosynthèse, sécrétion et régulation
L’hormone de croissance (HC) humaine isolée en 1956 des cellules
somatotropes de la glande pituitaire antérieure, a été utilisée en thérapie pour
la première fois en 195$ (Raben, 1958). Le gène de l’HC et ses transcrits
d’ARNm sont fonués de 5 exons séparés de 4 introns. L’HC est synthétisée
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dans les cellules somatotropes en réponse à la stimulation des récepteurs à sept
passages transmembranaires de la GHRH (growth hormone-releasing
hormone). activant la transcription par la voie de Ï’AIVWc (Strobi & Thornas,
1994). L’HC humaine, qui est une hormone peptidique de 21.5 kDa de 191
a.a., provient de la maturaion d’une prohormone de 2$ kDa. Strobi et Thomas
(1994) ont examiné le mode de sécrétion de l’HC et ont montré un mélange de
plusieurs formes de poids moléculaire différents, dû à des modifications post
transcriptionnelles (Strobl & Thomas, 1994). Les cellules de
l’adénohypophyse contiennent entre 5 et 10 mg de l’HC emmagasinée dans les
cellules somatotropes (Volterrani et al., 2000). Ces cellules représentent près
de 35 à 45% de la glande et sont principalement localisées au niveau de la
partie latérale de la glande pituitaire. La synthèse et la libération peuvent être
inhibées par la somatostatine et aussi par une rétroaction négative de l’HC
elle-même ou par la somatomédine ou l’insulin growth factor-1 (IGF-1), un
médiateur des effets de l’HC (Volterrani et ai., 2000). Plusieurs voies
neurohormonales régulent la sécrétion de l’HC. entre autres, la stimulation
centrale cholinergique qui provoque la libération de l’hormone et réduit la
sécrétion de la somatostatine (Casanueva et al., 1983; Delitala et al., 19830).
À l’opposé, les agonistes 3-adrénergiques augmentent la somatostatine et
inhibent la sécrétion de l’HC (Kelijman & Frohman, 1989).
Une autre voie neuroendocrine régule la sécrétion de l’HC par l’action
des sécrétines de l’HC (GH$) via l’activation d’un récepteur à 7 passages
transmembranaires couplé aux protéines G (GHS-R1 a) (McKee et al., 1997).
Ce dernier est principalement exprimé au niveau de l’hypothalamus et de
l’hypophyse, mais aussi au niveau cardiaque, pulmonaire, dans les ovaires et
le muscle squelettique (Muccioli et aÏ., 2000; Papotti et aÏ., 2000). Les GHS
stimulent la sécrétion de l’HC de façon reproductible et dose-dépendante (Bisi
et aÏ., 1999; Ghigo et ai., 1999). Cette stimulation requiert l’activité du GHRH
hypothalamique étant donné que F effet des GHS est réprimé par la perfusion
de la somatostatine (Pandya et al., 199$). Le ligand endogène du GHS-RÏa est
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la ghréline, un peptide de 28 a.a. principalement exprimée au niveau des
cellules entéro-endocrines de l’estomac, mais aussi au niveau des reins,
l’hypophyse, des cellules a pancréatiques et du coeur (Date et aÏ., 2002;
Kojima et al., 1999). La ghréline stimule la sécrétion de l’HC en activant ses
récepteurs GHS-Rla hypothalamiques et hypophysaires en synergie avec la
GHR}I (Takaya et al., 2000).
1.4.2. Métabolisme, récepteurs et actions biologiques
Une fois sécrétée, 1’HC entre dans la circulation sanguine et possède
une demi-vie d’environ 20 à 25 minutes. Les taux plasmatiques de l’HC
pendant une période de 24 heures varient entre 2 et 4 .tg/L chez un adulte et
entre 5 et $ jig/L chez un enfant (homme et femme confondus) (Volterrani et
al., 2000).
Le récepteur de l’HC (RHC), fait partie des récepteurs à cytokine de
classe I qui subissent une dimérisation induite par la liaison du ligand. Ces
récepteurs comprennent dans leur partie extracellulaire un motif WSXWS qui
joue un rôle important dans l’interaction du récepteur avec le ligand (Figure
1.5). Dans la partie cytoplasmique, le récepteur comprend deux motifs, le
premier (boîte 1), à proximité de la membrane plasmique est riche en proline
et est impliqué dans la liaison avec les Jak (Janus kinases) essentiellement
Jak2 (Argetsinger & Carter-Su, 1996). Le deuxième motif (boîte 2) comporte
une série d’a.a. hydrophobes suivis de 2 a.a. chargés positivement. Ces deux
motifs sont impliqués dans la transduction du signal après la liaison du ligand
sur le récepteur (Carter-Su et al., 1996). Le mécanisme de liaison de l’HC est
séquentiel en vue de la dimérisation du récepteur. L’HC se lie dabord à un
premier récepteur, ce qui permet ensuite d’exposer des sites de liaison pour le
deuxième récepteur (Wood et al., 1997). Après la dimérisation des récepteurs,
il y a recrutement et juxtaposition de 2 Jak2 liées chacune à la partie
cytoplasmique du récepteur et auto-phosphorylation sur les résidus de
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tyrosine. Ces tyrosines phosphoiylées forment des sites de liaison de haute
affinité pour des protéines de signalisation ayant un domaine SH2 (Src
homology domain 2) (Argetsinger & Carter-Su, 1996). Parmi les voies de
signalisation activées, nous retrouvoons la voie de Jak-STAT (Janus kinase-
Signal Transducer and Activator Transcription) et de MAPK (mitogen
activated protein kinase) via les protéines SHC, la voie de P13’K
(phosphatidylinositol 3’ kinase) via les substrats aux récepteurs à l’insuline 1
et 2 et la voie de PKC via les phopholipases qui mènent à la formation du
diaglycérol (DAG) et de l’inositol trisphosphate (Volterrani et al., 2000;
Waters et aÏ., 1999).
L’HC favorise la production de glucose, de l’insuline, la lipolyse et
l’anabolisme des protéines, directement ou indirectement par les IGFs, aussi
appelés somatomédines (Broglio et al., 1999). L’HC induit la différentiation
cellulaire et peut aussi moduler l’expression de certains facteurs de croissance
ainsi que leurs récepteurs (Colao et al., 2004b).
Site de liaison
____
(motif WSXVS)
Domaine ti-ansmembranaire
Synthèse protéique
Synthèse lipidique
Transport de glucose
Activation des STATs
BoTte 1
Synihèse protéique
Synthèse de lipides
‘Bofte 2
Synthèse de insuline
1996)
figure 1.5: Le récepteur de l’HC (Traduit et adapté de Carter-Su et al.,
28
1.4.2.1. Les somatomédines ou IGfs
Les principales sornatornédines sont les IGF-1 et IGF-2, deux peptides
de 70 a.a. Ils sont sécrétés et libérés en réponse à la stimulation du récepteur
de l’HC et exercent leurs effets en se liant sur des récepteurs spécifiques. Le
récepteur de IGF-1, l’IGf-lR, est une protéine hétérodirnérique qui a une
structure similaire au récepteur de l’insuline dans ses sous-unités cx et F3.
L’IGf-YR possède au niveau du domaine intracellulaire de sa sous-unité F3 une
activité tyrosine kinase. L’activation des récepteurs conduit au recrutement de
protéines de signalisation avec un domaine SH2 qui à leur tour vont activer les
voies de MAPK et de PI-3K conduisant ainsi à la transcription des gènes
(Colao et al., 2004b). Les IGFs sont synthétisés dans le foie et le rein et
circulent dans le plasma sous forme liée à des protéines identifiées comme
insulin growth-factor binding protein (IGFBP- 1, 2, 3) (Delafontaine, 1995;
VoltelTani et al., 2000). Dans le sérum, l’IGF-l est lié à l’IGfBP-3 et à une
sous-unité ALS (acid-labile subunit) et forme un complexe de 150 kDa (Colao
et al., 2004b). Les éléments du complexe sont synthétisés dans le foie suite à
la stimulation par l’HC.
1.4.3. Approches thérapeutiques de la CIU
La CID est l’une des principales causes de transplantation cardiaque
dans le monde occidental en partie dû au fait que le diagnostic précoce de la
maladie n’est pas fréquent (Mohan et aÏ., 2002). Néanmoins, des traitements
médicaux orientés vers l’utilisation de F3-bloqueurs, de vasodilatateurs et
d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA) permettent
de ralentir la progression de la maladie. Les IECA, tel que le captopril, sont
capables de réduire le remodelage cardiaque en agissant sur la pré- et la post
charge. Il y a aussi l’utilisation des diurétiques qui permettent de réduire
l’excès du fluide corporel extravasculaire et d’améliorer ainsi le débit
cardiaque. Cependant, les succès thérapeutiques sont limités et les symptômes
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d’IC apparaissent en dépit d’un régime thérapeutique optimal, d’où la
recherche de thérapies alternatives dont le traitement avec 1’HC (Tableau I).
14.3.1. Déficience en HC
Le rôle de l’HC/IGF-l dans la régulation de la fonction
cardiovasculaire a été mis en évidence lors des études cliniques et
épidémiologiques où l’on rapportait un risque élevé de mortalité et de
morbidité chez les patients souffrant d’une déficience en HC (DHC) découlant
principalement de la défaillance cardiaque (Tableau I) (Colao et al., 2004e).
On observait chez ces patients de faibles concentrations plasmatiques d’IGF-l
et un rythme cardiaque anormalement faible. Amato et al. (1993) ont examiné
la composition, la structure et la fonction cardiaque des patients DHC adultes
avant et après un traitement avec de faibles doses d’HC (Amato et aÏ., 1993).
Chez les patients DHC dont la maladie a évolué depuis Fenfance, une
réduction de l’épaisseur (Merola et aÏ., 1993), du diamètre intérieur et de la
masse du VG (Longobardi et aï., 199$; Merola et aÏ., 1993) a été rapportée.
En effet, le développement de la DHC à partir de l’enfance est souvent associé
avec une incidence élevée du dysfonctionnement ventriculaire tant systolique
que diastolique à l’âge adulte en conséquence de la réduction de l’épaisseur de
la paroi du myocarde (Longobardi et al., 199$). Une étude récente a montré
une corrélation entre la sévérité de la dysfonction cardiaque et la sévérité de la
DHC (Colao et al., 2004a).
Plusieurs études attestent que les complications cardiaques chez les
patients DHC sont liées à une déficience en HC et en IGF-1 (Colao et al.,
2002a) et quune amélioration de la fonction cardiaque chez ces patients est
observée suite à une thérapie de remplacement avec l’HC (Amato et al., 1993;
Colao et al., 2001; Colao et al., 2002a). Arnato et al. (1993) ont rapporté une
augmentation de près de 26% de l’index de la masse du
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VG et de 12% de la fraction déjection au repos du VG. Ces effets bénéfiques
disparaissent après un arrêt de 6 mois de traitement avec l’HC (Amato et aï.,
1993). La thérapie de remplacement à I’HC induit une augmentation de
l’index de la masse et une amélioration de la fonction du VG, ainsi qu’une
diminution de la pression diastolique sanguine (Colao et ai, 2002a; Cuocolo
et al., 1996).
1.4.3.2. A cr017? égatie
L’acromégalie est une condition clinique caractérisée par une sécrétion
excessive et chronique de l’HC (Saccà et al., 1994). L’analyse des causes de
mortalité de l’acromégalie indique que près de 60% des patients meurent à la
suite de complications cardiaques, 25% de problèmes respiratoires et 15% de
tumeurs malignes (Colao et al., 2004b). La cardiornyopathie associée à
l’acromégalie se développe en trois stades. Le premier stade, généralement
observé chez des patients jeunes, est caractérisé par un index de cinétique
(vélocité) du VG très élevé avec une augmentation de la contractilité et du
rendement cardiaque (Colao et aï., 2002b; Colao et al., 2004b). Le stade
intermédiaire se caractérise par une hypertrophie cardiaque concentrique ou
eccentrique, un remplissage diastolique anormal et une performance cardiaque
réduite (Colao et al., 2004b). Le troisième stade est caractérisé par une
performance systolique et diastolique diminuée (Colao et al., 2004b). À ce
stade, la maladie peut conduire à une IC congestive (Saccà et aÏ., 1994).
Une concentration en HC inférieure à 5 .tg/L, associée avec une
normalisation des taux de 1’IGF-l, réduit les risques de mortalité
cardiovasculaire (Holdaway et aï., 2004) et améliore la morphologie et la
performance cardiaque (Colao et al., 2004b). Les analogues de la
sornatostatine permettent de normaliser les niveaux plasmatiques de l’HC et de
1’IGF-l et d’améliorer la morphologie et la fonction cardiaque (Tokgozoglu et
aÏ., 1994). En effet, Colao et al. (2002) ont montré qu’en traitant des patients
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avec l’octréotide-LAR (slow release fonri of octreotide) à des doses comprises
entre 20 et 40 mg, par voie intra-musculaire tous les 28 jours pendant six mois,
il était possible de réduire les taux de l’HC et d’IGF-l en plus d’améliorer la
performance et la morphologie cardiaques (Colao et al., 2002b).
1.4.3.3. Traitement à t’HC et cardiomyopathie
Le rôle de l’HC dans la régulation de la fonction cardiaque, tel que mis
en évidence dans la DHC et de l’acromégalie, a augmenté l’intérêt de
l’utilisation pour l’HC comme un traitement alternatif dans l’IC chez les
patients atteints de CID (Fazio et al., 1996). Plusieurs études sur des modèles
expérimentaux ont été menées dans le but d’explorer les effets de l’HC et/ou
de l’IGf-l sur la fonction cardiaque.
1.4.3.3.1. Modèles expérimentaux
Les investigations initiales concernant les effets de l’HC ont été faites sur des
modèles d’IC induite par un 1M causé par la ligature de l’artère coronarienne
gauche (LACG) (Tableau II). Castagnino et al. (1990) ont rapporté qu’un
traitement de 3 jours avec l’HC recombinante humaine (rhHC) administrée à
une dose de 0,17 mg/kg/jour directement après la ligature coronarienne des
rats a des effets positifs sur le remodelage cardiaque en maintenant le réseau
de collagène intact (Castagnino et al., 1990). Cependant, les travaux de
Bollano et al. (2001) n’ont montré aucune différence dans la formation
«anévrisme après un traitement de 9 jours à l’HC à des doses 10 fois plus
élevées (Bollano et al., 2001). Des études additionnelles (Tableau II) ont
montré des effets bénéfiques d’un traitement immédiat à l’HC sur
l’hypertrophie et la fonction cardiaque après une LACG chez le rat. Cittadini
et al. (1997) ont rapporté une réduction de l’hypertrophie dans la zone non
infarctée du myocarde, de la dilatation du VG et de la résistance vasculaire
après un traitement à l’HC de 3 semaines à une dose de 3 mg/kg/jour
33
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(Cittadini et al., 1997). Cependant un traitement avec la rhHC (3 mg/kg/jour
pendant 3 semaines) débuté 3 jours après la LACG, atténue le remodelage du VG
sans induction de l’hypertrophie de celui-ci chez les rats avec une région infarctée
plus large du myocarde (Ornerovic et al., 2000).
Des effets bénéfiques d’un traitement combiné IGF-1 et HC débuté
immédiatement après 1’ infarctus ont été rapportés (Tableau II). En effet, Jin et al.
(2002) ont observé une réduction de 18% de la taille de la zone infarctée
accompagnée d’un accroissement du taux de survie de 36% chez des rats dont le
traitement de 2 semaines à la rhHC (1 mg/kg/jour) a débuté 20 minutes après
l’opération (Jin et aÏ., 2002). Cependant, aucun effet bénéfique n’a été rapporté
après un traitement précoce à l’HC recombinante de rat (rrHC) à une dose de 3,2
mg/kg/jour pendant 3 semaines (Shen et ai., 1996) ainsi qu’après un traitement à
1’ IGf- 1 recombinante humaine (rhIGF- 1) à 3 mg/kg/j our pendant 2 semaines sur
des rats ayant subie une LACG (DuerT et al., 1996).
Les effets d’un traitement tardif à l’HC (débuté 4 à 6 semaines après la LACG)
ont été rapportés (Tableau II). Tivesten et al. (2001) ont observé des effets
bénéfiques d’un traitement sur la fonction systoliquc et la résistance périphérique
après un traitement de 2 semaines avec la rhHC (1,1 rng/kg/j our) et/ou la rhIGF- 1
(3,0 rng/kg/jour), débutant 4 semaines post-infarctus (Tivesten et al., 2001). Les
effets bénéfiques sur la contractilité du VG post-infarctus du myocarde ont été
confirmés par des tests in vitro sur des cellules isolées de rats traités 4 semaines
après LACG avec la rh}TC à 3.5 mg/kg/jour pendant 2 semaines (Tajima et al.,
1999). Plus récemment, une étude a proposé une autre approche pour palier aux
inconvénients de l’administration systémique de l’HC par une injection
intramyocardique d’un adénovirus codant pour l’HC humaine 6 semaines après la
ligature coronarienne. La production locale dc l’HC a penuis de préserver la
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fonction du VG tout en provoquant une hypertrophie de celui-ci (Jayasankar et
aÏ., 2004).
Plusieurs autres études ont utilisé d’autres modèles expérimentaux, tel est
le cas de l’étude réalisée dans notre laboratoire avec un modèle génétique de
CMD (caractéristiques du modèle détaillées au point 1.5), le hamster
cardiomyopathique (HCM) de la lignée UM-X7.1 (Marleau et aÏ., 2002). Ce
modèle présente des anormalités héréditaires tant au niveau du muscle cardiaque
que du muscle squelettique dues à la mutation du gène codant pour une protéine
d’ancrage, le ô-sarcoglycan du complexe de la dystrophine (Sakamoto et aï.,
1997). Ce modèle mime les différentes étapes de la pathologie humaine,
s’échelonnant sur une période d’environ une année et se terminant par une
mortalité due à l’IC (Chemia et al., 1991). Dans cette étude, le traitement à l’HC
recombinante bovine (rbHC) (1,0 mg/kg/jour) a été débuté soit à 30 jours d’âge,
soit à 160 jours d’âge pour se poursuivre jusqu’au sacrifice à 240 jours.
L’utilisation de la rbHC a permis de prévenir la formation d’anticorps anti-HC
au-delà de 210 jours de traitement. Comparés aux HCM contrôles, le traitement
prolongé à l’HC n’a pas permis d’améliorer la fonction du VG. En fait, un
traitement prolongé dc 210 jours à l’HC a été associé à un effet délétère, avec une
réduction de la contractilité de 64%, une hypertrophie, une dilatation, une fibrose
extensive et une augmentation de la mortalité (Marleau et aÏ., 2002). Une étude
sur une souche de hamsters dérivée de la lignée de UM-X7. 1 a montré qu’un
traitement avec la rhHC pendant 21 jours n’avait aucun effet bénéfique sur la
fonction cardiaque lorsque débuté à dix mois d’âge, comparativement à un
traitement débuté à quatre mois d’âge, pour lequel une augmentation de la
contractilité a été observée (Ryoke et al., 1999).
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1.4.3.4. Traitement avec t’HC citez tes patients atteints de CID
Fazio et al. (1996) ont été les premiers à réaliser une étude clinique sur les
effets de l’HC pour le traitement de CID (Tableau I). En administrant sur une
base quotidienne de la rhHC (0,05 mg/kg par semaine sur 3 mois) à un nombre
restreint de patients souffrant de CID, ils ont observé une augmentation de
l’épaisseur de la paroi du VG et une diminution de la dilatation, pennettant de
réduire le stress sur la paroi en fin de la systole et d’améliorer le débit cardiaque
(Fazio et al., 1996). Avec un groupe plus large de patients souffrants de CMD,
Osterziel et al. (1998) dans une étude randomisée à double insu et contrôlée pour
l’effet placébo, n’ont pu observer des effets bénéfiques après une administration
de la rhHC à une dose de 0,67 mg/jour pendant trois mois en dépit d’une
augmentation de la masse du VG (Osterziel et aÏ., 1998). De même, Isgaard et al.
(1998) ont rapporté que le traitement à la rhHC à une dose de 0,033
rng/kg/semaine pour une semaine suivi par un traitement de 0,83 mg/kg/semaine
pendant 3 mois chez des patients en défaillance cardiaque d’origine mixte
(ischémiquc et non ischémique) n’améliorait pas la fonction cardiaque (Isgaard et
al., 1998).
Une étude à double insu randomisée et contrôlée pour l’effet placebo a été
effectuée par Perrot et al. (2001) dans le but d’évaluer les effets de l’HC sur la
masse du VG, le stress sur la paroi pendant la phase systolique et la fraction
d’éjection du VG (Perrot et al., 2001). Les patients ont été divisés et placés
aléatoirement afin de recevoir soit 0,67 mg de rhHC par jour, soit le placebo,
pendant 12 semaines. Le traitement a provoqué une augmentation de la masse du
VG chez les patients traités à l’HC comparé au placebo sans changement du
stress sur la paroi. Ils ont aussi observé une relation entre les concentrations de
l’IGf-l dans le sérum chez les patients traités à l’HC et au placebo, et les
changements dans la masse du VG.
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Une autre étude réalisé sur des patients atteints de CID par Adamopoulos
et ses collaborateurs a été faite dans le but dévaluer les effets de l’HC sur la
balance entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires et de voir si la réponse
immune module la fonction du VG (Adarnopoulos et ai., 2003). Trois mois de
traitement avec 1.33 mg/jour de rhHC a permis d’augmenter le rapport de
cytokines anti-inflammatoires (IL-10) sur les cytokines pro inflammatoires (TNF
u et IL-6). Ils ont aussi observé une amélioration de la contractilité, une
augmentation de l’épaisseur et une réduction du stress de la paroi ventriculaire
gauche. Dans une étude plus récente, ils ont observé que le même traitement
pendant la même période, diminue les concentrations circulantes des médiateurs
solubles de l’apoptose et que cet effet anti-apoptotique est associé à une meilleure
tolérance à l’exercice chez les patients souffrants de défaillance cardiaque
congestive et de CID (Parissis et ai., 2005).
1.5. DESCRIPTION DU MODÈLE
EXPÉRIMENTAL
Le hamster syrien de la lignée de UM-X7.l dérive de la lignée de Biol4.6
(elle-même dérivée de la lignée polyrnyopathique initiale Biol.50). La lignée
UM-X7.1 a été développée par le Dr. Gaètan Jasmin du département de
pathologie dc l’Université de Montréal. Cette souche possède une mutation du
gène du -sarcoglycan (Sakamoto et aÏ., 1997) conduisant à la fois à la perte des
autres sous-unités sarcoglycanes et du -dystroglycan (Ikeda et aÏ., 2000). Le
complexe transmembranaire dystrophine-glycoprotéine (CDG) sert de lien entre
le cytosquclette et la matrice extracellulaire, connectant ainsi l’actinc
intracellulaire, la dystrophine, les sarcoglycans transmembranaires et les
3$
dystrogÏycanes avec la Ïamine-a2 extracellulaire. Le complexe sarcoglycan sert
comme stabilisateur moléculaire du CDG et une distribution anormale de la
dystrophine peut contribuer à la perte observée de l’intégrité du sarcolemme,
laquelle est associée avec une progression précoce de la dysfonction cardiaque
chez les HCM (Ikeda et aÏ., 2000). Le hamster UM-X7.1 se développe
normalement jusqu’à l’âge de 30-40 jours lorsque commence la nécrose du
myocarde, pour atteindre un plateau autour de 60-75 jours. La phase nécrotique
est suivie par un remodelage cardiaque caractérisé par un accroissement de dépôts
de collagène de type III qui vont surpasser la quantité de collagène de type I
(Dixon et al., 1997) tel qu’observé chez l’humain (Weber, 1989). L’hypertrophie
cardiaque se développe entre 90 et 120 jours et est considérée comme le stade de
pré-défaillance. Cette phase est par la suite accompagnée par une réduction de
l’activité ATPase du sarcolemme ainsi que par une réduction de l’entrée du
calcium par le réticulum sarcoplasmique en raison d’une réduction de l’activité dc
2+ .SR-Ca ATPase dependant et dune reduction de 1 expression du
phosphobolamban, conduisant à une accumulation de Ca2 (Tada & Toyoftiku,
1996). Il y a aussi une phase de réparation qui chevauche la phase
hypertrophique, conduisant à la phase finale de la dilatation de la chambre et à
une réduction de la perforniance cardiaque (Lazar, 2001). La défaillance
cardiaque qui progresse à partir de 120 jours d’âge, est divisée en trois phases, la
phase précoce (120 à 160 jours), la phase modérée (160 à 200 jours) et la phase
sévère (200 à 240 jours). Chez les HCM avec une défaillance cardiaque sévère, la
concentration cardiaque en Ca2 est diminuée et l’amplitude diastolique est élevée
comparées à un coeur normal. La dilatation du VG apparaît souvent après 160
jours (Jasmin & Proschek, 1982). Chez les personnes souffrant de la CID, les
désordres dans l’homéostasie du calcium sont aussi liés à des changements
d’activité ou d’expression de la SR Ca2-ATPase, du phospholamban et de
l’échangeur Na/Ca2 conduisant à l’accumulation intracellulaire du Ca2 et à une
augmentation de la sensibilité au Ca2, changements qui réduisent la vitesse de la
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relaxation (Wolska et aL, 1996). De plus, l’activation d’un nombre de protéines
kinases diminue, conséquence de la réduction d’AMPc intracellulaire inhibant la
phosphorylation de la troponine I et C dans les rnyofilarnents (Stem et aÏ., 1996),
donc réduisant la relaxation rnyocardique. En plus de la perturbation de
2+1 horneostasie du Ca dans le myocarde, le dysfonctionnement de la voie t3-
adrénergique/adenylyl cyclase est amplifiée par une augmentation du turnover de
la norépinéphrine, un découplage des récepteurs [31 -adrénergiques de la protéine
Gs (St-Onge et al., 1994), et dans la phase tenninale de la maladie, par une
réduction (ou une régulation négative) de l’expression des récepteurs 13-
adrénergiques (Kayiga et al., 1991) tel que chez l’humain (Matsui et al., 1995).
1.6. OBJECTIFS DE L’ÉTUDE
Comme nous l’avons déjà mentionné, la CID se manifeste par une
dilatation du VG sans augmentation compensatoire de la paroi ventriculaire, ce
qui conduit à la détérioration de la fonction cardiaque, notamment une
détérioration de la contractilité ventriculaire. Ceci favorise donc le
développement de 1’IC. À ce jour, seule la transplantation cardiaque permet de
sauver les patients atteints dc la CID mais cela n’est pas sans difficultés vue la
disponibilité des organes, d’où l’intérêt de développer des traitements alternatifs.
L’intérêt de l’HC dans le traitement de l’insuffisance cardiaque en général
et de la cardiomyopathie en particulier, provient des observations faites chez des
patients déficients en HC pour lesquelles l’HC avait des effets bénéfiques sur la
fonction cardiaque. Certaines études expérimentales suggèrent un effet bénéfique
sur des modèles de CMD et de cardiomyopathie ischémique.
40
Des études antérieures réalisées dans notre laboratoire ont montré qu’un
traitement prolongé par la rbHC chez des HCM de la lignée de UM-X7.l n’a pas
pu prévenir la progression de la maladie chez les HCM traités pendant $0 (soit à
partir de 160 jours) ou 210 jours (soit à partir de 30 jours) (Marleau et aï., 2002).
Ces hamsters développent la CID à partir de 30 jours jusqu’à manifester une
défaillance cardiaque à 160 jours. Une détérioration de la fonction cardiaque a été
observée après un traitement de 210 jours. De plus, il a été observé que chez les
femelles, le taux de mortalité était très élevé et que le traitement prolongé à la
rhHC était délétère.
Dans le but de compléter cette étude, le travail de maîtrise porte sur les
effets d’un traitement à la rbHC pendant une courte période de traitement (40
jours) sur le niveau d’expression ventriculaire des PNs et des isoformes Œ et f3 des
chaînes lourdes de myosine chez les HCM femelles. Le traitement, débuté à 200
jours d’âge qui correspond à la phase de défaillance cardiaque sévère, a aussi
pour but d’observer les effets d’un court traitement à la rbHC sur la fonction
cardiaque.
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ABSTRACT
Background. In recent years, assessment of the potential benefits of growth
hormone (GH) therapy in teiminally iii patients suffering from idiopathic dilated
cardiornyopathy (IDCM) yielded conflicting resuits. Experimental studies revealed
that chronic treatrnent with recombinant bovine GH (rbGH) reduced cardiac
performance and survival in UM-X.7 cardiomyopathic hamsters (CMH), a model of
human IDCM. The present study addresses the effect of short-term (40 days)
administration of rbGH on cardiac remodeling and function in female CMH,
initiating the treatrnent in the terminal phase of the disease.
Objective: To assess the potentiaÏly beneficial effect of rbGH treatrnent on
ventricular fetal genes expression and rnyocardial contractility in 240-day-old
female CMH.
Design: rbGH (1 mg/kg subcutaneously for 40 days) was administered in 200-
day-old female CMH. Age- and sex-matched Golden Syrian hamsters (GSH)
were used as controls.
Resuits: Left ventricular (LV) pressure and its first derivative (LV dP/dtmax) were
reduced by 33 and 36% in isolated hearts of vehicle-treated female CMH
compared with GSH controls, respectively. In contrast, these systolic parameters in
rbGH-treated CMH were flot significantly different from those of control GSH.
These changes were associated with beneficial ventricular remodeling, as shown
by a 60% reduction in LV ANP expression and a 50% increase in the low ATPase
activity beta-rnyosin heavy chain (F3-MHC) isofonri following rbGH treatrnent.
Conclusions: Our resuits suggest that short-term treatment with GH in terrninally
iii CMH is associated with a modest, potentially favorable effect on ventricular
remodeling and function.
[23$ words]
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INTRODUCTION
Saïutary effects of growth hormone (GH) replacement therapy on the
impaired cardiac performance displayed by patients with GH deficiency (GHD)
have been reported (Cuocolo et aï., 1996; Tritos & Mantzoros, 1998). In addition,
isolated case reports showed that acute andlor short-term GH administration
significantly improved systemic hernodynarnics and rnyocardial function in
patients with chronic heart failure of either ischernic or idiopathic origin (Cuneo
et al., 1989; Fmstaci et aÏ., 1992; O?Driscoll et aÏ., 1997). Fazio et al. (1996)
observed a beneficial effect of a short-terrn (3 rnonths) treatment with
recombinant hurnan GH (rhGH), as shown by an increase in left ventricular (LV)
mass and cardiac outpout (CO), and a reduced norepinephrine secretion and
aldosterone plasma levels in seven patients• with idiopathic dilated
cardiornyopathy (IDCM) (Fazio et aï., 1996). The overali improvement of the
cardiac status in these patients was associated with improved exercise capacity
and myocardial energetics. However, subsequent studies by other investigators,
using different dosing regimens and/or duration of GH treatrnent, gave conflicting
resuits regarding the effects of GH on LV mass and function in patients with
IDCM or ischemic cardiac failure (van Thiel et al., 2004; Adarnopoulos et al.,
2003; Srnit et aï., 2001).
A well-documented experirnental model ofhuman IDCM is the UM-X7.1
Syrian cardiomyopathic hamsters (CMH), which features a slow progression of
the disease towards heart failure and other traits of the hurnan disease (Jasmin &
Proschek, 1982; Jasmin & Eu, 1979). A chronic (210 days) administration ofGH
at a dose of 1 mg/kg, initiated from an early stage of the disease in CMH was
detrirnental, as shown by a depressed rnyocardial contractility and a reduced
survival rate, particularly in fernale hamsters (MarTeau et al., 2002). In contrast,
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when initiating GH treatment in 1 60-day-oid CMH, an age at which most
hamsters presented with ventricular dilatation andlor mild cardiac failure, a
modest increase in LV contractility was observed at 240-day-old (Marleau et aï.,
2002). Ryoke et ai. (1999) (Ryoke et al., 1999) reported that a short-terni (3
weeks) administration of rhGH at a dose of 2 rng/kg twice daily in 4- and 10-
month old CHF 147, a UM-X7.l derivative strain ofCMH, had favorable effects
on myocardiai function and hernodynamics in 4-rnonth old CMH. However, the
modest beneficial effects of this high dose regirnen of GH in Ï 0-rnonth old CMH
were questioned, in view of the elevation of the LV end-diastolic pressure in
these older animais.
Aiong with chronic cardiac deterioration, changes in the pattem of
expression of genes belonging to the embryogenic gene program have been
observed in cardiomyopathic hearts (Hongo et al., 2000). Hongo et ai. (Hongo et
al., 2000) showed that a short-tenn (2 weeks) treatment with GH in
cardiomyopathic mice presenting LV dilation and dysfunction secondary to the
disruption of the muscle LIM protein (MLP), was associated with an irnproved
cardiac performance, and with a down-regulated expression of natriuretic
peptides in the ieft ventricie.
In the present study, we took advantage of the use of recombinant bovine
GH (rbGH), which shares a high sequence homology with the hamster GH, to
study the effect of GH administration during a 40-day period, avoiding probiems
related to the development of anti-GH antibodies which occurs foliowing
continuous administration of rhGH for periods exceeding 3 weeks (Groesbeck &
Pariow, 1987). Our main objective was to assess the effect of short-tenu (40
days) administration of GH on cardiac performance and ventricular remodeling in
terrninaily-ill (200-day-old) fernale CMH. 11e latter, under our breeding conditions,
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appear to develop a uniformely more severe symptomatology than males. Fernale
CMH were administered a fixed dose of 1 mg rbGH/kg daily from day 200 afier
birth until death at day 240. LV gene expression of ANP and BNP, as well as
expression of the myocardial energetic biomarkers, a- and 3-rnyosin heavy chain
isoforms (MHC) were assessed. The present study demonstrates that 40-day
rbGH treatment elicits beneficial ventricular rernodeling as shown by a reduced
LV expression of ANP and an up-regtilation of the low ATPase activity J3-MHC,
in addition to modestly improving cardiac performance in teniiinally ill fernale
CMII.
MATERIALS AND METHODS
Animais
The experiments were conducted in female CMH of the UM-X7. 1 subline
(L. Durnont, Dept. of Pharrnacology, Faculty of Medicine, Université de
Montréal) and sex and age-inatched Golden Syrian hamsters (GSH) (Charles
River, St-Constant, Québec). The animais were housed in cages (less than 5 per
cage) and fed with a standard chow diet and water ad tibitum. Thirthy-nine
female CMH were randornly assigned to either the vehicle (n = 20) or rbGH (n
19) groups. Daily subcutaneous injections of GH or 0.9% NaC1 (vehicle) were
initiated in 200-day-old hamsters until sacrifice (240-day-old). The animal study
protocoÏ was reviewed and approved by the institutional Animal Ethics
Committee of the Université de Montréal and conducted in accordance with the
Canadian Council on Animal Care guideiines for use of experimental animais.
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GHpreparations
rbGH was kindÏy provided by Monsanto, St-Louis, Missouri. Stock
solutions of rbGH (10 rng/rnl) were prepared by adding sterile water to the
lyophilized rbGH. One-milliliter aliquots were frozen at —80°C. One aliquot was
diluted 1/10 with 0.9% NaCÏ and kept fora maximum of 7 days at 4°C, and used
for daily injections, administered between 08:00 h and 11:00 h. Long-terrn
activity of rbGH preparations in hamsters has been assessed by monitoring semrn
IGF- 1 levels at sacrifice and weight gain throughout the study period. As reported
previously, rbGH shares a high sequence homology with the hamster GH
sequence (86%), thereby avoiding the appearance of anti-bovine GH antibodies
during long-terni GH therapy (Marleau et aÏ., 2002).
Systotic function
A minimum of 5 (GSH) and 7 (CMH) hearts were used to assess systolic
function according to the Langgendorff s rnethod. At 240 days, hamsters were
anesthetized with chlorai hydrate (30 rng/l00 g i.p.) 30 minutes afier ffie moming
dose of rbGH (or vehicle) foliowed by 1,000 lU of hepann intraperiteonally. One
ml of blood was taken from the jugular vein and the heart superfused with cold
saline while the aorta was isolated and the heart rapidiy dissected out. The hearts
were retrogradeiy perfused with oxygenated modified Krebs-Ringer buffer
(Ca2,1.25 mM) at 37°C at a pressure of 140 cm ofH,O. A latex bailoon (#5 or 6,
Hugo-Sachs Electronik, Germany) was introduced into the lefi ventricle through the
Ïeft atrium and connected to a pressure transducer. The hearts were penuifted to beat
freely during a 15-min stabilization period. LV systolic and diastolic pressures were
obtained with the venfricular bailoon fiuied with 0.9% NaC1 to obtain a diastoiic
48
pressure of 5 mm Hg. LV pressure was computed as systolic minus diastolic
pressure. Afler a 15 min equilibration period, the LV pressure, its first derivative,
LV + dP/dtmax, and heart rate were recorded with a Grass recorder (Mode! 7400,
Astro-Med Inc. West Warwick, RI). Once the isovolurnetric pressures were
recorded, the hearts were arrested in diastole by infusing a solution of potassium
chloride (20 mM). The isoiated heart mode! ailows assessrnent of intrinsic
ventricuiar performance without systemic influences (Cittadini et al., 1997b;
Doring, 1990).
Serum IGF-1 measurement
Semm was obtained from the biood and frozen at -20°C until assayed for
measurernent of IGF- 1 leveis. Semm concentrations of IGf- 1 were deterrnined by
RIA on hydrocifioric acid-ethanol extracts using radioÏabeiled human IGF-1
(Nichols Institute Diagnostic, San Juan Capistrano, CA). The assay was perforrned
according to manufacturer’s instructions.
Serum ANP and BNP measureinent
Serum immunoreactive (IR) ANP was assayed as described previousiy
(Hogg, 1992). Hamster BNP was synthesized by Biochem ImmunoSystems Inc.
(Lavai, Québec, Canada). IR-harnster BNP was quantified by a direct RIA assay
using rabbit anti-rat BNP antibody generated in house by coupiing hamster BNP
to BSA using giutaraldehyde as a crossiinking agent as described previously
(Marieau et al., 1991). Briefly, 100 ti aiiquot was incubated ovemight at 4°C
with 100 t! buffer (0.0 19 M NaH7PO4, 0.0$ 1 M Na2HPO4, 0.05 M NaC!, 0.1 %
BSA, 0.1 % Triton X-100, 0.02% NaN3, pH 7.4) or standards and 100 jii of anti
BNP (1/75 000). [‘251]BNP (15 000 cpm) was added afier 24 h and incubated
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overnight. BNP standards from hamster were incubated in the presence of 100 t1
BNP-free hamster serum. Separation of free and bound fractions was achieved by
the addition of 1 ml of 12% PEG $000 and goat anti-rabbit y globulins (1/125).
Radioactivity in the pellet was determined in a gamma counter. The typical
standard curve analyzed by non-linear regression, was characterized by a siope
factor of 1.16 ± 0.07, an ED50 of 41.6 ± 0.9 pg/tube, a maximal binding of
[‘251]BNP of 23.3% and a minimal detectable dose of 3.4 pg/tube. Intra- and inter
assay coefficients of variation were 9% (at a concentration of 24.5 pg/tube) and
12%, respectively.
L V expression ofnatriuretic peptides and MHC isofornts
Total LV RNA was extracted with Trizol LS reagent (Invitrogen) according
to the rnanufacturer’s instructions. Total RNA (1 tg) was reverse transcribed with
20 U M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) and random prirners (250
ng/pi) at 37°C for 2 hours in a total volume of 20 t1 containing 50 mM Tris-HC1
pH $.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl, 10 mM DIT and 0.5 mM dNTP. Samples
were divided in 2 tL aliquots and stored at —20°C until PCR. After sample
denaturation at 95°C for 5 minutes, PCR amplification was performed in a
volume of 50 jtl with 2 tl of reverse transcription reaction and 0.4 tM of each
specific primer using 2.5 U of Taq DNA polyrnerase (Invitrogen). Cycling
conditions for ANP were 23 cycles at 94°C for 1.5 mm; 60°C for 1 min and 72°C
for 2 mm; for BNP, 33 cycles at 94°C for I mm; 65°C for 1 min and 72°C for 3
mm; for a-MHC, 21 cycles at 94°C for 1.5 mm; 60°C for 1.5 min and 72°C for 3
mm; and for 3-MHC, 29 cycles at 94°C for 1 mm; 53°C for 1 min and 72°C for
1.5 min. PCR products were separated on 1.5% agarose gel, and the relative
signal intensity was measured with an image analyzer (Alpha Imager, Alpha
Innotec, San Leandro,CA). Ah values were normalized against GAPDH.
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The primer sequences and the expected product size were as follows: hamster
ANP, sense primer: 5’-CTG ATG GAT TTC AAG AAC CTG CTG GAC TCC
3’, antisense primer: 5’-CTG lIA ICI TCG GIA CCG GAA GCT GTI ACA
TCC-3’ (359 bp); hamster BNP, sense primer: 5’-CCA CCA CAG CAG CCI
GGC CCA TCA ATI CTG-3’, antisense primer :5’-GAA TGA GCC GAT TCI
GTC -3’ (367 bp); hamster Œ-MHC, sense primer: 5’-GGA GGA GTG AGC
GGC GCA ICA AGG-3’, antisense primer: 5’-CTG CGG GCA GCA TCA TTC
TTC ATC G-3’ (302 bp); hamster 13-MHC, sense (5’-CCT ATC CAA GGC CAA
CTC AG-3’), anti-sense (5-CCA GTT GCI TTC GGA TCI TC-3’); and murine
GAPDH, (Clonetech, Palo Alto, CA).
Statisticat anatysis
Data are expressed as mean + SEM. Comparisons behveen groups were
peiforrned using a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by pair-wise
multiple comparisons using the Student-Newman-Keuls rnethod. Growth curves
were analyzed using repeated-rneasures ANOVA followcd by the Dunnett’s post
test. Differences were considered significant at p < 0.05.
RESULT$
Survivat rate in CMH and GSH
In the vehicle-treated CMH group, one hamster died before initiating treatrnent
and two additional hamsters died (unknown cause) before the end of the
experimental period, at 221- and 231-day-old, respectively. In the GH-treated
51
group, two hamsters died (unknown cause) before initiating treatment (<200-day-
old), one at 221- day-old and one at 235-day-old, probably secondary to heart
failure. In addition, one CMH in the GH-freated group died following anesthesia.
Effect ofrbGH on bodyand heart weight and IGf-t serum tevets
240-day-old fernale CMH-treated with 0.9% NaCY had reduced body weight
cornpared with their GSH controls (Table 1). Compared to the body weight of
vehicle-treated CMH, the cumulative mean body weight (up to 235 days old) of
CMH treated daily with rbGH for 40 days showed a significant increase (fig. 1).
Heart weight increased in proportion with body weight in both GSH and
CMH following GH treatment inasmuch as the heart to body weight ratios were flot
significantly different (Table 1).
Basal serum IGf- 1 concentrations were higher in vehicÏe-treated GSH than
in vehicle-treated CMH by 2-fold, 865 + 57 ng/rnl and 456 ± 29 ng/ml (P <0.001),
respectively. GH treatment did flot further elevate IGF- 1 serum concentrations in
female CMH (500 + 22 ng/rnl), as reported previously (Marleau et aÏ., 2002). No
anti-bovine GH antibodies were detected in GSH or CMH sera following GH
treatment (data flot shown).
Systotic function
Isolated heart preparations from 240-day-old untreated CMH had depressed
cardiac contractility, as shown by a 36% (P < 0.05) decrease in LV dP/dtmax (Table
1). A similar tendency was observed for LVP. In addition, vehicle-treated CMH had
a lower heart rate (24%, P < 0.05) compared with GSH controls. Treatment with
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rbGH, initiated in 200 day-old CMH for a period of 40 days, elevated these systolic
pararneters towards control GSH values (Table 1).
Histotogic evatuation
Myocardial fibrosis in 240-day-oÏd untreated CMH was extensive, accounting
for 35% of total surface area, as reported previousÏy (Marleau et aÏ., 2002). The
extent of fibrosis was flot significantly modulated following a 40-day treatrnent
period with rbGH in terrninally-ill female CMH (data flot shown).
Circutating tevels and ventricutar expression ofnatriuretic peptides
As illustrated in Fig. 2A, ANP levels in serum were elevated by $.5-fold in
vehicle-treated CMH fernale cornpared with vehicle-treated GSH female (431 ± 34
pg/ml and 51 ± $ pg/rnl respectively, P < 0.001). BNP circulating levels were also
increased by $.7-fold, from 102 ± 15 pg/ml to $91 ± $5 pg/rnl (P < 0.001) in
vehicle-treated GSH and CMH, respectively (Fig 23). rbGH administration in 200-
day-old CMH for 40 days did flot significantly modulate the circulating levels of
natriuretic peptides. Along with elevated serum levels, ANP rnRNA levels in the
lefi ventricle were significantly increased by 3-fold in vehicle-treated CMH
cornpared with control GSH (Fig. 3A). In contrast, ventricular BNP expression in
control CMH did flot differ significantly ftorn vehicle-treated GSH. rbGH treatrnent
induced a sfrildng reduction in LV ANP mRNA levels cornpared to vehicle-treated
CMH (Fig.3A). In contrast, BNP rnRNA levels (Fig. 3B) were not rnodulated by
rbGH treatrnent.
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Ventricutar expression of a and fi-YHC
Ventricular expression of 3-MHC was flot significantly increased in hearts from
untreated CMH cornpared with GSH (Fig 4A). However, LV f3-MHC rnRNA levels
were increased by 50% in CMH treated with rbGH for 40 days compared to
vehicle-treated CMH. Expression of a-MHC in the Ieft ventricle was flot rnoduÏated
by the disease state, nor by rbGH treatment (Fig. 4B).
DISCUSSION
Dilated cardiomyopathy is a prirnary degenerative rnyocardial disorder
associated with an altered LV geornetry characterized by ventricular dilatation
that is unaccompanied by cornpensatory wall thickening, followed by systolic
(and/or diastolic) dysfunction of the ventricles (Mohan et aÏ., 2002). Disease
progression is associated with an increase in wall stress and deterioration of
myocardial energetics, leading to hemodynamic sequeÏae and left or biventricular
failure. Most cases are of idiopathic origin, although sorne have been associated
with selected gene defects, including -sarcog1ycan and dystrophin (Michels et
aÏ., 2003). Mutation in -sarcoglycan, leading to a disruption of the dystrophin
associated glycoprotein complex, has been associated with both cardiac and
skeletal muscle abnormalities in both humans and UM-X7.1 CMH, a subline of
the original BIO 14.6 strain of the Bio-Research Institute (Cambridge, MA)
established at the Université de Montréal (Jasmin & Eu, 1979; Jasmin &
Proschek, 1982; Michels et aï., 2003; Sakamoto et al., 1997; Straub et aÏ., 1998).
For over 30 years, the CMH genetic model has been widely used and shown to
feature traits of the hurnan disease, including sirnilar hernodynamic profiles,
diffuse fibrosis that is substantially greater in the epicardium than the
endocardium, leading to early rnyolysis and calcification, cardiac hypertrophy,
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ventricular dilatation and uÏtirnately resulting in death through cardiac failure
(Gertz, 1972; Cabrera, 1999; Jasmin & Eu, 1979; Jasmin & Proschek, 1982). This
model provides unique possibilities of studying the effect of pharrnacological
treatrnents on disease progression.
As of yet, the prognosis of patients with IDCM is poor and this disease
remains the major indication for heart transplantation in USA (Mohan et aï.,
2002). Benefits of GH therapy have been exemplified initially in patients with
GH deficiency, for which GH substitution resulted in an increase of ventricular
walÏ mass, an improvement of cardiac function and a reduction of vascular
resistance (Jorgensen et al., 1989; ter Maaten et al., 1999). However, the effect of
GH treatment in patients with chronic heart failure of different etiologies,
including IDCM, led to conflicting results (Isgaard et aI., 1998; Fazio et al., 1996;
Osterziel et al., 1998; Smit et aL, 2001).
Beneficial effects of short-terrn (2 — 4 weeks) GH administration have
been reported in several experimental heart failure settings in rats, with enhanced
myocardial contractility, reduced left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP)
and peripheral resistance (Jin et al., 1995; Yang et al., 1995; Cittadini et al.,
1997a; Hongo et al., 1998) as well as reduced cardiac gene expression associated
with pathological rernodelling (Jin et aÏ., 2002). Beneficial effects have also been
found after a combined IGF-1 and GH treatment in experirnental heart failure
(Duerr et aï., 1996). Advantages of GH therapy in non-ischemic experimental
models of heart failure are less apparent. For instance, Shen et al. (Shen et aï.,
1998) did not observe an improvement in LV function or systemic vascular
dynamics following 4 weeks treatrnent with porcine GH in dogs, in spite of a
significant rise in body weight and IGF-1 levels. In contrast, administration of
rhGH at a dose of 8 rng/kg twice daily for 2 weeks in a genetic murine model of
dilated cardiomyopathy, led to an irnproved cardiac performance associated with
55
a reduction in LV mRNA expression of natriuretic peptides (Hongo et al., 2000).
In CMH 300-day old presenting systolic and diastolic dysfunction, the modest
beneficial effects GH administration (2 rng/kg twice a day x 21 days) contrasted
with the favourable effects observed in CMH 120 d old CMH treated with the
same regimen (Ryoke et al., 1999).
In contrast to the limitations of previous studies using recombinant GH of
human source in rodents, the lack of anti-GH antibodies formation using the
bovine source allowed study the effect of daily injections of GH for extended
periods (Marleau et al., 2002). In the present study, rbGH was administered daily
at a fixed dose of 1 mg/kg/d, starting in the terminal (cardiac failure) stage of the
disease until sacrifice at 240 days of age. This dose of GH is relativeïy rnodest
compared to that used in experirnental heart failure models (2-4 mg/kg/d) and was
selected on the basis of previous dose-response studies as well as for its tropic
effect throughout the experimental period (Fig. 1). This dose of rbGH did not
increase the rnortality rate and improved ventricular function in 240 days old
fernale CMH (data flot shown). In contrast, hearts from fernale hamsters treated
with vehicle showed markedly depressed rnyocardial contractility, as both LV
developed pressure and LV +dP/dtmax were reduced by 50% compared with
GSH. In addition, female CMH had a reduced heart rate cornpared with GSH.
Altogether, these observations may be a consequence of the autonomie imbalance
associated with decreased 3-adrenergic receptor-rnediated responses in this model
(Kaura et al., 1996). In agreement with our resuits, GH treatrnent (2 mg/kg x 21
d) in UM-X7.1 ( 140-day old) improved LV systolic function, but did not
prevent structural damage of rnyocytes, possibly as a consequence of reduced
myocardial loss ofsarcoplasmic reticulum Ca2 by GH (Ueyarna et aï., 199$).
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In addition, we investigated the effects of a short-term (40 days)
administration of GH in 200-day-old CMH on the expression of selected genes of
the ernbryonic cardiac gene program known to be induced during the rnyocardial
hypertrophic response, including genes for fetal contractile proteins (a- and 13-
MHC) and of the natriuretic peptides, ANP and BNP (Chien et al., 1991; Gidh
Jain et al., 199$; Cameron & Elimers, 2003). Induction of natriuretic peptides
genes in the heart, along with elevated plasma levels, have been ascribed a
diagnostic value of clinical severity in patients with heart failure (Suzuki et aï.,
2001; Kitaoka et al., 2001; McDonagh et aÏ., 2001; Hirata et aÏ., 2001), including
those with IDCM (Fmhwald et al., 1999). In 32 week-old CMH of the BIO 14.6
strain, both ANP and BNP plasma levels were elevated several fold, with BNP
surpassing ANP levels by 3-fold. In agreement, we found that BNP serum
levels were elevated by 2-fold cornpared to ANP levels in fernale UM-X7.1
CMH (Fig.2). ANP concentrations in serum were strikingly elevated by $-fold in
CMH cornpared with GSH (Fig.2). In a sirnilar manner, circulating BNP levels
was increased by 9-foÏd compared to GSH. These resuits are in agreement with
the results of Camio et al. (Cârnio et aÏ., 1997). Neither ANP nor BNP serum
levels were significantly modulated by GH administration. A possible explanation
for these observations could be that the hernodynamic status of these animals
prevented peptide disposition.
LV ANP mRNA levels were found to be elevated in female CMH in
agreement with an increased rnRNA expression associated with disease
progression (Thibault et al., 19X9). In contrast to ANP, BNP expression in the left
ventricle was flot significantly elevated CMH (Fig. 3). This could be reÏated to the
differential regulation of ANP and BNP ventricular expression in heart failure for
which compensated heart failure is associated with increased LV ANP mRNA
whereas BNP mRNA levels are unchanged (Langenickel et aÏ., 2000). In contrast,
BNP mRNA levels are Ïargely induced in overt heart failure whiÏe ANP mRNA
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levels do flot exceed those observed in compensated heart failure. In the present
study, GH treatrnent induced a striking reduction in the LV expression of ANP. A
similar tendency was observed following short-term GH treatrnent in 4- and 10-
month old CMH (Ryoke et aI., 1999), as well as in the MLP-deficient
cardiornyopathic mouse (Hongo et al., 2000) and in rats aftei- acute rnyocardial
infarction (Jin et ai., 2002). The reduction in LV ANP fetal gene expression may
be a consequence of irnproved cardiac performance and attenuation of LV
remodelling, as suggested by others (Jin et al., 2002).
Nevertheless, both experirnental and clinical studies clearly point out the
importance of timing and duration of GH treatment to assess its effect on
myocardial function. In rodents, including healthy young hamsters, the a-MHC
(Vi fast ATPase isoforrn) predominates in both right and lefi ventricles, with a shifi
towards the V3 slow ATPase isoform (f3-MHC) with increasing age (Minieri et al.,
1999). Progressive deterioration of cardiac performance in CMH has also been
associated with an accelerated down-regulation of Œ-MHC and a concomitant up
regulation of the more energetically favorable 3-MHC fetal isoform in ventricular
tissue (Minieri et aL, 1999). Our resuits show a significant increase in the LV
expression of Ç-MHC in GH-treated fernale CMH (fig. 4). In accordance with these
resuits, chronic high levels of GH have been associated with rnyosin
phenoconversion towards the low ATPase isofonu, thereby inducing a unique
pattem associated with an increased econorny of isornetric force developrnent in
CMH (Ueyarna et aï., 199$).
Overali, our results show that a short-tenu treatrnent of female CMH with
rbGH, initiated in the terminal phase of the disease, is associated with an improved
cardiac peifomance and favorable venfricular remodelling. These resuits suggest
that selected patients awaiting cardiac transplantation may benefit from GH
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administration at an optimal dose and duration of treatment, requiring continuous
individual assessment.
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Table 1. Cardiac characteristics and function in 240-day-old fernale hamsters
following treatment with vehicle or rbGH (1 mg/kg per day) for 40 days
GSH CMH CMH
0.9% NaC1 0.9% NaC1 rbGH
Body weight (3W) (g) 181 + 5 162 + 8
Heart weight (HW) (g) 0.83 + 04 0.90 + 0.05 0.94 ± 0.12
HW/BW(rng/g) 4.61±0.19 6.39±O.42’ 6.58±0.15
LV dP/dtrnax (min Hg) 807 ± 54 518 + 66e 599 + 49
LVP(rnrnHg) 43±4 29+4 33+2
Heartrate(bpm) 185 ±9 140±9e 152±13
aBOdy weight at sacrifice; bp < o.ooi, dp < ep < 0.05 (control CMH
compared to control GSH); cp < 0.00 1 (rbGH-treated CMH cornpared to control
CMH)
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LEGEND TO FIGURES
Figure 1. Cumulative mean body weight in female CMII aged 200 days when
initiating treatment witli vehïcle (0.9% NaC1) (open symbol) or rbGH, 1
mg!kg/day subcutaneously (closed symbol). Data represent the mean value of n
= 5-6 hamsters per group. * P <0.05, ** P <0.01 (rbGH cornpared to 0.9%
NaC1).
Figure 2. ANP (A) and BNP (B) serum levels in control GSH (open bar) and
control CMH (solid bar) or CMII treated with rbGH (batched bar). Ail
hamsters were 200-day-old when initiating treatrnent. Data represent the mean
value of n 3-9 hamsters (surviving at 240 days) in each group. P < 0.00 1
(CMH compared to control GSH).
Figure 3. ANP (A) and BNP (B) mRNA levels in the left ventricle of control
GSII (open bar), vehïcle-treated CMII (solid bar) or CMII treated with
rbGH (hatched bar). Ail hamsters were 200-day-old when initiating treatment.
Data represent the mean value of n 3-8 hearts from hamsters (surviving at 240
day) in each group. ** <0.01 (CMH cornpared to control GSH). P < 0.05
(rbGH-treated CMH compared to control CMH).
Figure 4. -MHC (A) and Œ-MHC (B) mRNA levels in the left ventricle of
control GSH (open bar), vehicle-treated CMII (solid bar) or CMII treated
with rbGH (liatched bar). Ail hamsters were 200-day-old when initiating
treatment. Data represent the mean value of n = 3-8 hearts from hamsters
(surviving at 240 days) in each group. * P < 0.05 (CMH cornpared to control
GSH). P < 0.05 (rbGH-treated CMH compared to control CMH).
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Chapitre 3: DISCUSSION
GÉNÉRALE ET CONCLUSION
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La CMD est caractérisée par une dilatation du ventricule gauche sans
augmentation compensatoire de l’épaisseur de la paroi ventriculaire qui aboutit à
un dysfonctionnement de la fonction ventriculaire systolique et/ou diastolique
(Mohan et al., 2002). La maladie progresse invariablement vers 1’IC avec comme
conséquence une détérioration progressive de la fonction cardiaque, des séquelles
hérnodynamiques et la mort. La CID, dont l’origine est inconnue, est associée
avec des gènes défectueux dont le 6-sarcoglycan et la dystrophine (Michels et al.,
2003). Les HCM de la lignée UM-X7. 1 présentent une mutation du gène codant
pour le -sarcoglycan du complexe glycoprotéique associé à la dystrophine
conduisant à des anomalies du muscle cardiaque et squelettique, à des désordres
hémodynamiques, à une hypertrophie cardiaque et à une dilatation ventriculaire
tels que observés chez l’homme (Jasmin & Eu, 1979; Jasmin & Proschek, 1982).
Chez les HCM, les premiers symptômes de la pathologie sont observés à 30 jours
d’âge avec une nécrose myocardiquc et une progression vers des phases de
remodelage (à 60 jours), d’hypertrophie cardiaque (à 90 jours) et de défaillance (à
120 jours). Cette dernière devient sévère à 200 jours (Ikeda et al., 2000; Tada &
Toyofuku, 1996).
De nombreuses études expérimentales documentant les effets de l’HC sur
la fonction cardiaque défaillante (Tableau II) ont utilisé l’HC recombinante
humaine. Les études ont été limitées dans la durée du traitement, dû à l’apparition
d’anticorps anti-HC humains après 3-4 semaines de traitement (Ueyama et aï.,
1998b). Au contraire, l’utilisation dc la rbHC permet d’éviter la formation
d’anticorps anti-HC durant la période de traitement (Marleau et al., 2002) car elle
présente une forte homologie dc séquence (86%) avec l’HC du hamster
(Groesbeck & Parlow, 1987). C’est ainsi que nous avons mis à profit l’utilisation
de la rbHC pour l’étude de traitements prolongés (ici 40 jours) chez le hamster.
Des études antérieures de notre groupe ont montré l’absence de la production
d’anticorps après une période d’administration allant jusqu’à 210 jours (Marleau
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et al., 2002). L’étude faite dans notre laboratoire a montré un effet délétère,
réduisant la survie chez les femelles traitées à l’HC (1 rng/kg/jour) pendant 210
jours tandis que chez les mâles, le traitement n’a pu arrêter la progression de la
maladie malgré l’absence de mortalité due au traitement (Marleau et al., 2002).
Dans la présente étude, le taux de survie est de 89%, après 40 jours de traitement
à la rbHC, cc qui confirme l’importance de la durée de traitement dans les effets
potentiellement bénéfiques et délétères d’une administration prolongée d’HC.
Tel qu’observé précédemment, le taux sérique d’TGF-l chez les HCM
femelles est beaucoup plus élevé que chez les mâles (2 à 3 fois). Tandis que ces
derniers répondent à l’T-TC par une augmentation des concentrations sériques
d’IGF-l (Marleau et al., 2002), les concentrations déjà élevées chez les femelles
n’augmentent pas de façon significative, en dépit d’une augmentation des masses
corporelle et cardiaque. La réponse à l’HC semble différer en fonction du sexe,
tel que suggéré par Span et aï. (Span et al., 2000). Néamoins, les effets
cardiaques directs de l’HC, à défaut de ceux via l’IGF-l, ont été observés dans
nos études.
3.1. Effets du traitement a 1’HC sur la masse
corporelle et cardiaque
Les HCM femelles traitées par le véhicule et âgées de 240 jours sont
caractérisées par une diminution d’environ 23% de la masse corporelle et une
augmentation de 8% de la masse cardiaque comparativement aux GSH du même
âge. Le traitement par l’HC à une dose de 1 mg/kg/jour pendant une période de
40 jours a induit une augmentation significative de la masse corporelle et une
augmentation non significative de la masse cardiaque par comparaison aux HCM
traitées par le véhicule (Table 1). Le rapport des masses cardiaque et corporelle,
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au moment du sacrifice, est significativement (P < 0,01) plus élevé chez les HCM
par rapport au GSH, suggérant une hypertrophie cardiaque chez les hamsters
malades. Un traitement de 40 jours par la rbHC en phase terminale de la maladie
n’a pas modifié ce rapport. Ces résultats sont en accord avec ceux de Ueyarna et
al. (1998) qui ont observé une augmentation de la masse cardiaque de 8% et une
diminution de la masse corporelle de 30% des HCM UM-X7. 1 (mâles et
femelles) âgés de 23 semaines (Ueyama et aï., 199 8h). Cependant, avec une dose
de 2 mg/kg/jour de rhHC pendant 3 semaines à partir de 20 semaines, ils ont
observé une diminution de l’hypertrophie. Dans l’étude réalisée dans notre
laboratoire sur des HCM mâles, il a été montré que ni le traitement à long terme
(210 jours) ni le traitement à court terme ($0 jours) par l’HC ne modifiait le
rapport des masses cardiaque et corporelle (Marleau et aÏ., 2002). La raison pour
laquelle des résultats divergents ont été observés n’est pas claire, mais pourrait
être liée au fait que la présent étude porte sur des femelles et non sur des mâles
qui de façon générale sont atteints moins sévèrement par la maladie à âge égal.
Par ailleurs, les HCM dans l’étude de Ueyama étaient beaucoup plus jeunes (20
semaines) au début du traitement que ceux de notre étude (environ 28 semaines).
À 20 semaines d’âge, c’est le stade où l’hypertrophie commence à se manifester
et est donc susceptible d’être réversible tandis qu’à 2$ semaines, c’est la phase de
défaillance cardiaque sévère (voir point 1.5). De plus, 20 semaines d’âge
correspondent à la phase où débute la fibrose qui devient extensive au-delà de 27
semaines (Dixon et al., 1997; Ryoke et al., 1999).
3.2. Effets du traitement a J’HC sur la fonction
systolique du ventricule gauche
La pression développée dans le VG (LVP) des coeurs isolés et la première
dérivée (dP/dtnax) sont inférieures d’environ 50% et 36%, respectivement chez les
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HCM femelles traitées par le véhicule comparativement aux GSH. Ceci est
accompagné par une diminution du rythme cardiaque d’environ 20% (P < 0.05).
Ceci est en accord avec les résultats de Ueyama et al. (1998) où la dP/dtmax est
diminuée de près de 67% chez des HCM UM-X7.1 âgés de 23 semaines sans
grande diminution du rythme cardiaque (Ueyama et al., 1998b). L’administration
de 1’HC chez les HCM femelles a augmenté de façon modeste (16%) l’indice de
contractilité, sans toutefois atteindre le seuil de signification statistique. Des
tendances à une augmentation de la LV? et du rythme cardiaque ont été aussi
notées post-traitement (tableau 1). Ceci est en accord avec les observations
précédentes chez les HCM mâles traités pendant 80 jours à partir de 160 jours où
le traitement par l’HC tend à améliorer la LV? et la dP/dtmax (Marleau et aï.,
2002). De même, dans l’étude de Ryoke et al. (1999), l’administration de la rhHC
(2 mg/kg/jour) pendant 3 semaines à des HCM CHF 147 (une lignée dérivée de
UM-X7.l) âgés de 4 et 10 semaines a permis une amélioration de l’indice de
contractilité et une augmentation du rythme cardiaque (Ryoke et al., 1999).
Durant la phase de défaillance cardiaque chez les HCM, il y a une diminution de
l’activité ATPase du sarcolemme ainsi qu’une réduction dc l’entrée du calcium
par le réticulum sarcoplasmique en raison d’une réduction de l’activité de SR
Ca2 ATPase dépendante (Tada & Toyofuku, 1996), et lorsque la défaillance
cardiaque devient sévère, la concentration de Ca2 est diminuée ainsi que la
densité de récepteurs à la ryanodine qui sont impliqués dans la relâche du Ca2 du
réticulum sarcoplasmique (Ueyama et aï., 199$a). Dans l’étude de Ueyama et al.
(1998), il a été montré que l’amélioration de l’indice de contractilité (53%) des
HCM traités à la rhHC était associée à une augmentation de la densité des
récepteurs ryanodine au niveau du VG (Ueyama et aï., 1998b). Ainsi, il est
possible de spéculer que l’amélioration modeste de l’indice de contractilité chez
nos femelles plus âgées est liée à un effet de l’HC sur la densité de récepteurs à la
ryanodine, tel qu’observé chez les hamsters de la même lignée dans l’étude
Ueyama et aï. (Ueyama et aï., 1998b).
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3.3. Effets du traitement à l’HC sur les taux
plasmatiques des PNs
L’IC et la CMD sont associées à des modulations des concentrations
sériques des PNs, notamment l’ANP et le BNP (de Boer et aÏ., 2001; Mair, 2002;
Sagnella, 199$). Les taux plasmatiques trouvés chez les HCM femelles comparés
à ceux des GSH femelles sont $ fois et 9 fois plus élevés pour l’AN? et le UN?,
respectivement. Ces observations sont en accord avec les résultats de Camio et al.
(1997) observés chez les HCM UM-X7.l âgés des 230 jours (Camio et al., 1997)
et avec ceux observés chez d’autres lignées de HCM (Masutorno et al., 1999).
Cependant, le traitement par la rbHC iïa induit aucun changement dans les taux
plasmatiques de I’ANP et du BNP. En accord avec nos résultats, une étude avec
des souris transgéniques qui surexprirnent l’HC, a montré que les taux
plasmatiques de l’ANP sont aussi élevés chez les souris transgéniques âgées de 7
semaines que chez celles âgées de 27 semaines comparativement aux souris de
type sauvage (Dirsch et al., 199$). Ceci pourrait être dû à la régulation de la
sécrétion des PNs, car en effet, chez les HCM de 230 jours, les concentrations en
PNs dans les ventricules sont 10 à 20 fois plus élevés à celles des GSH tandis que
les taux plasmatiques sont 5 à 10 fois plus élevés chez les HCM versus les GSH
(Camio et al., 1997).
3.4. Effets du traitement à l’HC sur l’expression des
ARNm ventriculaire des PNs
L’expression des ARNm ventriculaires de l’ANP est élevée chez les
femelles HCM, ceci en accord avec les niveaux des ARNrn de l’ANP lors de la
progression de la maladie (Masutomo et al., 1999; Minieri et al., 1999; Thibault
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et aÏ., 1989). Contrairement à 1’ANP, les niveaux d’ARNrn du BNP n’augmentent
pas de manière significative. Ceci pourrait être dû soit à la phase de la défaillance
cardiaque (Langenickel et aÏ., 2000) et/ou à la régulation de la transcription (Roy
& Flynn, 1990). En effet, dans différents stades où la défaillance cardiaque est
compensée, l’expression ventriculaire de 1’ANP augmente (Langenickel et al.,
2000; Minieri et al., 1999) tandis que celle du BNP ne change pas (Langenickel et
al., 2000). Lors de la transcription des gènes, l’ARNrn du BNP est flanqué d’un
motif riche en adénine-uracile (AU) à l’extrémité 3’-UTR qui le rend instable par
rapport à l’ARNm de Y’ANP qui n’en possède pas (Roy & flynn, 1990). Dans
notre étude, le traitement par la rbHC dans la phase tardive de la maladie a induit
une diminution significative de l’expression ventriculaire de 1’ANP sans changer
l’expression du BNP. Une diminution de l’expression ventriculaire de l’ANP a
été aussi observée par Ryoke et aï. (Ryoke et al., 1999). Cette réduction pourrait
être due à l’amélioration de la performance cardiaque et à l’atténuation du
remodelage cardiaque (Jin et al., 2002).
3.5. Effets du traitement a l’HC sur l’expression des
ARNm ventriculaires de i- et p-MHC
Nos résultats ne montrent aucun changement dans l’expression génique de
l’a- et du f3-MHC au niveau du VG chez les femelles HCM non traitées à 240
jours par comparaison au GSH femelles. Plusieurs études sur des modèles
expérimentaux d’infarctus du myocarde (Jin et al., 2002) et de surcharge
ventriculaire (Imamura et aï., 1990; Izumo et aï., 1987) ont montré une induction
de l’expression génique du 13-MHC ventriculaire et une diminution de
l’expression de l’a-MHC. Cependant, dans toutes ces études, l’âge des animaux
se situe entre 4 et 10 semaines. Il a été démontré que la composition en
différentes isoformes cardiaques de MHC varie en fonction de l’âge dans le VG
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(Lompré et al., 1981). Ainsi chez le hamster normal (GSH), la composition
protéique en a-MHC est de 87% et de 13% en 13-MHC à 20 jours d’âge et la
proportion en u-MHC diminue au profit de l’isoforme F3, à des taux de 64% et
36% en Œ- et f3-MHC respectivement, chez les HCM du même âge (Di Nardo et
al., 1997; Minieri et al., 1999). À 270 jours, la composition est de 49% et 52% en
Œ- et F3-MHC, respectivement chez les GSH et 4 et 96% en Œ- et f3-MHC,
respectivement chez les HCM. En fait chez le hamster, le phénotype cardiaque ne
varie presque plus après 120 jours d’âge (Di Nardo et aÏ., 1997; Minieri et aï.,
1999). Abraham et al. ont montré que les modifications phénotypiques des
isoformes dc MHC dans la CID chez l’homme sont aussi observées (Abraham et
al., 2002).
Le traitement par la rbHC n’a pas induit de changement significatif dans
l’expression génique de l’u-MHC ventriculaire mais augmente de manière
significative l’expression génique du f3-MHC ventriculaire. En accord avec ces
résultats, le traitement avec des fortes doses d’HC est associé avec une
conversion du phénotype des myosines vers l’isoforme f3 chez les HCM (Ueyama
et aï., 1998b). De plus, Flonni et aï. ont montré que l’HC induit une
augmentation de l’expression de f3-MHC chez des rats normaux âgés (Florini &
Ewton, 1989; Florini & Ewton, 1992).
En conclusion, nos résultats montrent qu’un traitement de 40 jours à l’HC
des HCM femelles en phase terminale de la maladie est associé à une
amélioration de la performance cardiaque et de la survie, à une augmentation de
l’expression génique de f3-MHC au niveau du VG et à une diminution de
l’expression ventriculaire dc l’ANP. Ces résultats suggèrent que le traitement de
40 jours en par la rbHC est potentiellement bénéfique chez les HCM femelles en
phase terminale.
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3.6. Perspectives futures
Récemment, il a été proposé que l’utilisation des sécrétines de l’HC (GHS)
pourrait être bénéfique dans le traitement de l’insuffisance cardiaque et de la
CMD. Les GHS sont un groupe hétérogène de molécules synthétiques incluant de
petits peptides synthétiques dérivés de l’encéphaline connus sous l’appellation de
GHRPs (growth hormone releasing peptides). Les GHRPs et les dérivés non
peptidiques stimulent la sécrétion de l’HC ainsi que celle de la prolactine et de
1’ACTH chez les mammifères (Bowers et al., 1984). Au delà de leur activité
somatotrope, les GHRPs ciblent directement le système cardiovasculaire
indépendamment de la stimulation par le récepteur GHS-Rla. Au niveau
cardiaque, un traitement prolongé à l’hexaréline, un membre de la famille des
GHRPs, a une activité protectrice contre les dommages tissulaires observés après
une ischémie et la reperfusion tissulaire, notamment au niveau du myocarde, chez
les rats déficients en HC et chez les rats âgés. L’hexaréline améliore aussi les
performances cardiaques après un infarctus du myocarde chez les rats (De
Gennaro CoTonna et ai., 1997; Locatelli et ai., 1999). Ces effets protecteurs sont
indépendants de l’activité somatotrope. Il a aussi été rapporté que l’hexaréline
pouvait améliorer la fonction cardiaque en augmentant le débit cardiaque et en
diminuant la résistance périphérique chez les rats (Tivesten et aÏ., 2000).
En utilisant le HCM comme modèle expérimental, il serait intéressant de
pouvoir documenter les effets des GHRPs et en particulier l’hexaréline sur la
fonction cardiaque, l’expression des PNs et des MHCs au niveau cardiaque ainsi
que sur l’expression du Serca 2a. Cette pompe est impliquée dans le phénomène
de contraction. Le Ca2 entreposé dans le réticulum sarcoplasmique est libéré
dans le cytosol afin d’activer la contraction et est ensuite récupéré par le
réticulum sarcoplasmiquc afin d’initier la relaxation. C’est à ce niveau qu’est
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impliqué le Serca 2a (Tada & Toyofuku, 1996). L’implication du Serca 2a dans la
CMD a été démontré (Hongo et al., 2000).
Une des facettes des effets de l’hexaréline sur le système cardiovasculaire
est sa capacité de réduire la mort cellulaire. En effet, la mort cellulaire par
apoptose du myocarde a été rapportée dans diverses situations pathologiques de la
cardiornyopathie (MacLellan & Schneider, 1977; MacLellan & Schneider, 1997;
Twu et al., 2002). In vitro, l’hexaréÏine réduit l’apoptose induite par 1’ANG-II sur
les cellules H9c2 en inhibant probablement l’activité de la caspase 3 et
l’expression des protéines pro-apoptotiques. De plus, l’hexaréline inhiberait
l’apoptose en se liant au récepteur GHS-Rla activant la voie de PI3K/Akt chez
ces cellules (Pang et al., 2004). Cette voie est impliquée dans la régulation de
l’apoptose (Kuwahara et aÏ., 2000; Matsui et aÏ., 2001).
Les effets de l’hexaréline à observer seraient principalement sur
l’expression des protéines anti- et pro-apoptotiques et sur le pourcentage de
l’apoptose des cardiomyocytcs après une étude immunohistochirnique qui colore
les noyaux apoptotiques par la technique dite de TUNEL (TdT-mediated
deoxyuridine trihosphate nick end-labeiling). Cette technique exploite les
propriétés des enzymes telles que la ADN polymérase I ou la transférase
terminale (TdT) catalyse l’addition de désoxynucléotides marqués à la biotine ou
digoxigénine à l’extérnité 3’-hydroxyl (OH) d’un double brin d’ADN (Hughes,
2003). Ces extrémités se forment après une cassure du brin par activité
endonucléase ou par fragmentation de la chromatine dans le processus de
l’apoptose (Mercié & Belloc, 2001).
Dans cette étude, les hamsters seront divisés en trois groupes; le premier
composé de GHS traités au véhicule, le deuxième composé des 11CM traités au
véhicule et le troisième composé de HCM traité à l’hexaréline. Deux différentes
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périodes de traitement d’une durée de 30 jours seront initiées, un traitement
débutant à 30 jours d’âge (phase nécrotique) et un autre débutant à 160 jours
d’âge ( pendant la phase de défaillance cardiaque) (Ikeda et aÏ., 2000; Tada &
Toyofuku, 1996). Afin d’observer les effets de l’hexaréline sur l’apoptose
cardiaque et de déterminer si ses effets anti-apoptotiques sont indépendants de
l’activation de l’axe HC/IGF-1, la dose de 100 ig/kg sera administrée (Bisi et aï.,
1999; Ghigo et al., 1999). Les analyses iinrnunohistochirniques et de l’expression
tant protéique que génique seront faites sur des tissus du VG après sacrifice.
L’analyse de l’expression protéique portera sur la modulation des protéines anti
apoptotiques (Bd-2, Bd-Xi) et des protéines pro-apoptotiques (Bad et Bax)
(Kuwahara et aÏ., 2000; Matsui et aÏ., 2001) induite le traitement à l’hexaréline.
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